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Fizioloski i biohemijski mehanizmi regulacije rastenja plodova paradajza

(Lycopersicon esculentum Mill.) u uslovima suse

Abstrakt

Susa je jedan od glavnih ogranicavaju¢ih faktora u intenzivnoj poljoprivrednoj
proizvodnji 1 zbog toga produktivnost mnogih biljaka, ukljucujuéi i paradajz, zavisi od
navodnjavanja. Medutim, kao posledica globalnih klimatskih promena i1 zagadenja
zivotne sredine, resursi voda za potrebe navodnjavanja su ograniceni. Nove metode
redukovanog navodnjavanja (regulisani deficit navodnjavanja - RDN i delimi¢no
suSenje korenova - DSK) su pokazale da se moze smanjiti koli¢ina vode za
navodnjavanje, a da se to u znafajnoj meri ne odrazi na kvantitet i kvalitet prinosa
poljoprivrednih kultura. Razlika izmedu metoda je u tome $to se kod RDN postupka ceo
korenov sistem biljaka zaliva sa smanjenom koli¢inom vode, dok se u DSK postupku
vr$i naizmeni¢no zalivanje i1 suSenje dela korenovog sistema. Obe metode deficita
navodnjavanja su zasnovane na poznavanju fizioloskih reakcija biljaka na susu.

Cilj istrazivanja ove disertacije je bio da se detaljno prouce fizioloski i
biohemijski procesi koji su u osnovi regulacije rastenja i sazrevanja plodova paradajza u
optimalnim uslovima vodnog rezima biljaka i pod dejstvom delimi¢nog susSenja
korenova (DSK) i regulisanog deficita navodnjavanja (RDN). Da bi se detaljnije
objasnili ovi procesi ispitivani su i efekti DSK i RDN na rastenje vegetativnih organa
paradajza. Kako u ispitivanim procesima klju¢nu ulogu ima hormon abscisinska kiselina
(ABA), uporedna ispitivanja kod sorte Ailsa Craig i mutanta flacca, koji je deficitaran u
sintezi ABA, imala su za cilj da doprinesu objasnjenju uloge ABA u reakcijama biljaka
paradajza na susu. Ispitivanja aktivnosti peroksidaze celijskog zida i proteomik analiza
su imala za cilj da identifikuju biohemijske 1 metaboli¢ke procese koji se deSavaju u
toku procesa rastenja Celija perikarpa plodova.

Eksperimenti su radeni u fitotronskoj komori i za istrazivanje su kori§¢eni sorta
paradajza Ailsa Craig i mutant flacca, koji su gajeni u sudovima sa Potground H
supstratom (Klasmann-Deilmann, Germany). Za potrebe ispitivanja DSK sudovi su
specijalno dizajnirani tako §to je postavljena plasticna pregrada po sredini i tako su

dobijena dva odeljka iste zapremine, ali koja su bila hidraulicki izolovana. To je



omogucilo alternativno zalivanje i1 suSenje dela korenovog sistema. Kontrola sadrzaja
vode je vrSena dnevnim merenjem zapreminskih procenata vode u supstratu pomocéu
TDR probe (Time domain reflectometer, TDR100, Campbell Scientific Inc., USA).
Biljke su u fazi razvijenog sedmog lista izlagane slede¢im tretmanima navodnjavanja: 1.
optimalno navodnjavanje (ON) - ceo korenov sistem je zalivan do 36% sadrzaja vode u
supstratu; 2. delimi¢no susenje korenova (DSK) - jedna polovina korenovog sistema je
zalivana do 36% vode, dok je druga polovina isuSivana. Reverzija strane navodnjavanja
je izvrSena kada je koli¢ina vode u strani korena koji se susi opala do 18% vode; 3.
regulisani deficit navodnjavanja (RDN) - ceo koren je zalivan do 18% vode. Za vreme
trajanja ogleda obavljena su ispitivanja: 1. vodnog rezima supstrata - na osnovu merenja
ukupnog sadrzaja vode supstrata TDR probom; 2. rastenja i razvi¢a biljaka - na osnovu
merenja veéeg broja parametara (visina biljaka, broj i dijametar ploda, suva i sveza
masa listova, stabla, korena i plodova) i pra¢enja faza ontogeneze kod ispitivanih biljaka
(BBCH skala) i 3. biohemijskih reakcija na nivou perikarpa plodova - merenja
koncentracije hormona abscisinske kiseline (ELISA testom), merenja enzimske
aktivnosti  jonski vezane peroksidaze (gvajakol-testom) i proteomik analize
(identifikacija ~ proteina  dvodimenzionalnom  elektroforezom i  masenom
spektrometrijom). Podaci su obradivani u odgovarajuéim programima i pomocu
odgovarajucih statistickih metoda analizirani (Progenesis SameSpot softvera za
identifikaciju proteina, Sigma-Plot i R statisti¢ki programi za Student’s t test i ANOVA
multi-faktorska analiza varijanse).

Rezultati istrazivanja su prikazani grafi¢ki (18 slika) i tabelarno (10 tabela).
Rezultati merenja sadrZaja vode u supstratu i dinamika promene strane navodnjavanja
kod DSK biljaka su pokazali da flacca mutanti, zbog manje mase korena, sporije i
manje usvajaju vodu iz substrata od Ailsa Craig biljaka. Rezultati za visinu biljaka i
biomasu drugih organa (listovi, stablo, koren, plodovi) su takode pokazali da je
deficijencija hormona ABA kod mutanta rezultirala i znacajno manjom visinom i
masom u odnosu na divlji tip, sortu Ailsa Craig. Kako je hormon ABA po klasi¢noj
klasifikaciji hormona u fiziologiji biljaka svrstan u grupu inhibitora rastenja, ocekivalo
bi se da su mutanti viSi od divljeg tipa. To ukazuje da se inhibitorna uloga hormona
ABA mora posmatrati u interakciji sa drugim hormonima (posebno etilenom). Primena

tretmana navodnjavanja imala je razli¢it efekat na rastenje 1 razvie ispitivanih



genotipova. Rezultati su pokazali da je RDN postupak navodnjavanja kod oba genotipa
znacajno redukovao rastenje ispitivanih organa biljaka tako da su ove biljke bile manje i
sa manjom produkcijom biomase u odnosu na ON i DSK biljke. Odnos suve mase
korena i izdanka ukazuje da je RDN tretman imao ve¢i uticaj na rastenje korena nego na
rastenje izdanka, pa se moze zakljuciti da su Smanjeno rastenje i apsorpciona povrsina
korena kod ovih biljaka, direktno uticali na manje i sporije usvajanje vode. Na to
indirektno ukazuju i rezultati promene sadrzaja vode u supstratu gde su biljke gajene.
Povecanje odnosa suve mase plodova i izdanka ukazuje da je DSK tretman uticao na
translokaciju asimilata od listova i stabla ka plodovima i zatim na rastenje i razvice
plodova ovih biljaka. Rezultati za RDN takode su ukazali i na malo izmenjenu
raspodelu asimilata, jer je utvrdena neSto veéa akumulacija biomase u vegetativnim
organima i sporiji transport ka plodovima u odnosu na kontrolne i uslove DSK. Na
osnovu ispitivanja fenoloskih faza razvi¢a biljaka moze se zakljuciti da su u odnosu na
ON biljke, tretmani DSK 1 RDN usporili razvice biljaka. Poredenje izmedu ispitivanih
genotipova je pokazalo da su se flacca biljke sporije razvijale u odnosu na Ailsa Craig, a
Sto se moze pripisati njihovoj smanjenoj mogucénosti sinteze ABA kao jednog od
klju¢nih hormona za procese razvi¢a biljaka, posebno u uslovima suse. Merenja brzine
rastenja plodova su pokazala da se najveca brzina rastenja plodova, kod oba genotipa,
ispoljila u uslovima ON, zatim DSK, a najmanja u tretmanu RDN. Krive rastenja takode
ukazuju i da su se izmedu eksperimentalnih uslova javile razlike i u duzini trajanja i
vremenu pojave maksimalne brzine rastenja plodova. Kao rezultat produzenog perioda
intenzivnog rastenja plodova DSK biljaka, prinos se nije statisticki znacajno razlikovao
izmedu ON i DSK biljaka. Kod RDN biljaka kra¢i period i manja brzina rastenja su
doveli do obrazovanja manjih plodova i manjeg ukupnog prinosa u odnosu na plodove
ON i RDN biljaka. Na osnovu analize krivih rastenja plodova moze se zakljuciti da je
na kona¢nu veli¢inu ploda paradajza u ispitivanim eksperimentalnim uslovima vise
uticala duzina trajanja procesa rastenja od maksimalne brzina rastenja. Ocekivano i u
svim tretmanima, plodovi flacca biljaka su bili znac¢ajno manji, kao i ukupan prinos, u
odnosu na Ailsa Craig.

Rezultati merenja efikasnosti u koris¢enju vode (WUE) su pokazali da je doslo
do znacajnog povecanja WUE u tretmanima DSK i RDN u odnosu na ON. lako RDN

tretman povecava WUE (zbog manje koli¢ine utroSene vode za navodnjavanje),



rezultati su pokazali da je nedostatak ove tehnike Sto redukuje prinos. Ovi rezultati
potvrduju da se primenom DSK tehnike mogu smanjiti koli¢ine upotrebljene vode za
navodnjavanje biljaka, a da se pri tome znacajno ne umanji prinos. To takode ukazuje
da DSK tehnika moze biti od posebnog znacaja za gajenje paradajza u proizvodnim
uslovima gde suSa i nedostatak raspolozive vode za navodnjavanje mogu da umanje
prinos.

Biohemijska ispitivanja mehanizma rastenja plodova su kod oba genotipa
pokazala da se koncentracija ABA tokom razvi¢a plodova menjala i to tako Sto je doslo
do opadanja u fazi intenzivnog rastenja, dok je pocetak porasta koincidirao sa po¢etkom
sazrevanja plodova. Takode se menjala i aktivnost enzima peroksidaze ¢elijskog zida,
koja je kod oba genotipa izloZzena DSK tretmanu nastavila da raste i kada je faza
rastenja plodova zavrSena. To ukazuje da ovaj enzim moze da kontroliSe sazrevanje
plodova. Biohemijska ispitivanja su takode pokazala i da je koli¢ina ABA i aktivnost
enzima peroksidaze manja u plodovima flacca mutanta u odnosu na plodove Ailsa
Craig. Uporedna analiza dinamika promene aktivnosti peroksidaze i koncentracije ABA
u plodovima, ukazuje na njihov antagonisticki odnos u svim tretmanima i kod oba
genotipa.

Biohemijska analiza plodova je obuhvatila i proteomik analizu. Ukupno je
izdvojeno 1679 proteinskih tacaka iz perikarpa ploda paradajza, kod 52 tacke je
utvrdena statisticki znaCajna razlika izmedu tretmana, faze razviéa plodova, kao i
izmedu ispitivanih genotipova. Na osnovu identifikacije proteina zakljuceno je da
proteini pripadaju slede¢im metabolickim Kategorijama: metabolizmu ugljenih hidrata
(13 proteina), metabolizmu aminokiselina (5 proteina), sintezi i degradaciji proteina (8
proteina), proteinima energetskog metabolizma (3 proteina), proteinima celijskog zida
(5 proteina); proteinima oksidativnog stresa (8 proteina), proteinima koji ucestvuju u
odbrani od stresa i ,,heat shock® (HSP) proteinima (4 proteina) i za 6 proteina nije
utvrdena funkcija.

Analiza proteina povezanih sa metabolizmom ugljenika (prvenstveno glikolizom
I TCA ciklusom) i aminokiselina je ukazala na smanjeni metabolicki fluks u plodovima
DSK biljaka, a sto mozZe da objasni sporije rastenje ovih plodova u odnosu na ON
plodove, a to je utvrdeno i kod flacca u odnosu na Ailsa Craig plodove. Na osnovu

porasta ekspresije proteina ¢elijskog zida i proteina energetskog metabolizma, moze se



pretpostaviti da je metaboli¢ki fluks orijentisan ka sintezi proteina celijskog zida 1
stvaranju neophodne energije za celijsko rastenje, Sto je omogucilo DSK plodovima
produZen period rastenja, koji na kraju rezultira ve¢im pre¢nikom DSK plodova u
odnosu na ON plodove. Takode je uoceno da je kod genotipa flacca smanjena sinteza
svih proteina ¢elijskog zida u odnosu na genotip Ailsa Craig, $to moze da bude uzrok
manje veli¢ine plodova kod mutanta u odnosu na divlji tip. Povecana sinteza nekih
antioksidativnih proteina za vreme rastenja i razvica plodova u tretmanu DSK, ukazuje
na to da tretman DSK (gde je koriS¢eno manje vode nego u ON) moze da izazove blagi
stres suse, koji podstice razli¢ite odbrambene reakcije kod biljaka.

Ovi podaci su u skladu 1 sa znacajnom ulogom peroksidaza ne samo u rastenju
plodova, ve¢ i u antioksidativnoj aktivnosti koja je od posebnog znacaja za otpornost
biljaka na susu. OpSte posmatrano, proteomik analiza omoguéila je nov uvid u
razumevanju metabolickih i biohemijskih procesa koji su u osnovi rastenja celija
perikarpa plodova paradajza. Ovakva dalja istraZzivanja, posebno u fazi sazrevanja
plodova, mogu biti znacajna za razumevanje efekta tretmana DSK ne samo na rastenje
plodova paradajza, ve¢ i na kvalitet ostvarenog prinosa, kao i na njihovu nutritivnu

vrednost.

Klju¢ne reli: paradajz, Ailsa Craig, flacca, rastenje plodova, delimi¢no susenje
korenova (DSK), regulisani deficit navodnjavanja (RDN), ABA, enzim peroksidaza

¢elijskog zida, proteomik
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Physiological and biochemical mechanisms of regulation of tomato
(Lycopersicon esculentum Mill.) fruit growth in drought conditions

Abstract

Drought is one of the major limiting factors of intensive agricultural production and
therefore productivity of many crops, including tomato, requires irrigation. However, as
a consequence of global climate changes and environmental pollution, water resources
available for irrigation are often reduced. New deficit irrigation methods (regulated
deficit irrigation - RDI and partial root drying - PRD) demonstrated that the use of water
for irrigation could be decreased without significant or with the small effects on the
quantity and quality of crop yield. The difference between the methods is that with the
RDI technique the entire root system of the plants is irrigated with a reduced amount of
water compared to optimal irrigation, while with PRD procedure alternately watering
and drying part of the root system is performed. Both deficit irrigation methods are
based on an understanding of the physiological and biochemical responses of plants to
water deficit.

The aim of presenting dissertation was to assess the physiological and
biochemical processes that are at the base of the regulation of tomato fruit growth in
optimal water regime conditions and under the influence of deficit irrigation (RDI and
PRD). To explain in more detail these processes the effects of the PRD and the RDI on
the growth of vegetative organs of tomato were also assessed. As in the investigated
processes, plant hormone abscisic acid (ABA) plays a key role, comparative analyses
with tomato variety Ailsa Craig (wild type) and flacca mutant (ABA-deficient) was
done with the aim to better understand the role of ABA in reaction of tomato to drought.
Investigation of the activity of cell wall-associated peroxidase and proteomic analyses
was done with the aim to identify biochemical and metabolic processes that occurs
during tomato fruit growth.

The experiments were done in phytotron chamber and for experiments were
used tomato variety Ailsa Craig and flacca mutant grown in pots filled with substrate
Postground H (Klasmann-Deilmann, Germany). The pots were specially designed for

PRD experiments, such that they were separated by plastic sheets into two equal-sized



but hydraulically separated compartments. This allowed alternately watering and drying
of the part of the plant root system. Control of substrate water regime was done by daily
measurements of volumetric soil water content by TDR probe (Time domain
reflectometer, TDR100). At the seven leaf stage, plants were exposed to investigated
irrigation treatments: 1. full irrigation (FI), in which the whole root system was irrigated
daily to reach a field capacity of 36%; 2. partial root-zone drying (PRD), in which the
same amount of water as for FI was applied to one-half of the roots while the other half
was allowed to dry. The irrigation from wet to dry side was shifted when soil water
content of the dry side had decreased to 18%; 3. regulated deficit irrigation (RDI), in
which the whole root system was irrigated up to 18% of water. During the experiments
the following assessments were done: 1. substrate water regime -measurements by TDR
probe; 2. plant growth and development - measurements of numerous parameters (plant
height, number of fruits and fruit diameter, fresh and dry weights of leaves, stems, roots
and fruits) and assessment of plant ontogenic phases (BBCH scale) and 3. biochemical
reactions on the fruit pericarp - concentration of hormone abscisic acid (by ELISA test),
enzyme activity (ionic cell wall-associated peroxidase by a guaiacol test) and proteomic
analyses (protein identification by two-dimensional gel electrophoresis and mass
spectrometry). The data are processed and then with the appropriate methods
statistically analyzed (for protein quantification Progenesis Same Spot software was
used, Sigma-Plot software and R statistical program were used for Student’s t test and
multi-factorial ANOVA).

Results of experiments are presented in the form of figures (18) and tables (10).
The results of measurements of water content in the substrate and the dynamics of
shifting of irrigation side in PRD plants showed that flacca mutants due to lower root
mass, slower and less absorb water from the substrate than Ailsa Craig plants. Results
for plant height and biomass of other organs (leaves, stems, roots, fruits) also showed
that the ABA hormone deficiency in mutant resulted in significantly lower height and
weight compared to wild-type cultivar Ailsa Craig. Since the ABA, according to the
conventional plant physiology classification of hormones is placed in the group of
growth inhibitors, it would be expected that the mutant is greater than the wild type.
This indicates that the inhibitory role of the ABA hormone must be considered in the

interaction with other hormones (particularly ethylene). The applied of irrigation



treatments had a different effect on the growth and development of the investigated
genotypes. The results showed that the RDI in both genotypes significantly reduced the
growth of examining organs so that these plants were smaller, and with lower
production of the biomass in relation to the FI and PRD plants. The ratio of the dry
weight of root and shoot indicates that the RDI treatment had a greater impact on shoot
growth than on root growth, so it can be concluded that the reduced growth and
absorption root areas in these plants had a direct impact on smaller and slower water
uptake. At this also indirectly indicated the results of changes of water content in the
substrate where the plants are grown. Increases in the ratio between dry weight of fruits
and shoot indicate that the PRD treatment influenced the translocation of assimilates
from the leaves of the trees to fruit and then on the growth and development of the fruits
of these plants. Results for RDI also indicated a slightly altered distribution of
assimilates as it is determined by something greater accumulation of biomass in the
vegetative organs and slower transport to the fruits compared to the control conditions
and the PRD. On the base of phenological development phases assessment it can be
concluded that, treatments PRD and RDI induced the slower development of plants
compared to FI plants. Comparison between Ailsa Craig and flacca mutant shows that
the flacca plants were developed more slowly compared to Ailsa Craig. It can be
concluded that it in the base of slower developmental of flacca plants compared to Ailsa
Craig their reduced ability to synthesize ABA as one of the key hormone for
developmental processes of plants, especially in drought conditions.Measurements of
the fruit growth rate showed that the highest rate of fruit growth was in both genotypes
in FI treatment, then in PRD, while the lowest was in the RDI treatment. Growth curves
also showed that between experimental conditions occurred differences in the duration
and timing of the maximum rate of growth of fruits. As a result of a prolonged period of
intensive growth of PRD fruits, the yield was not statistically significantly different
between FI and PRD plants. In an RDI conditions, shorter period of growth and slower
growth rate led to the development of smaller fruits with the smaller yield compared to
FI and PRD treatments. On the base of the analysis of fruit growth curves, it can be
concluded that the final size of the tomato fruit in the tested experimental conditions
was more affected by the duration of the process of fruit growth than by the maximum

velocity of growth.



The results of water use efficiency (WUE), showed a significant increase in
WUE in the PRD and RDI treatments compared to the FI. Although RDI treatment
increases WUE (due to less amount of water used), the results showed that the
disadvantage of this technique is that it reduces the yield. These results confirm that the
application of PRD techniques can reduce the amount of water used for irrigation
without reduction of yield. It also indicates that the PRD technique may be of particular
benefit for the cultivation of tomatoes in conditions where drought and lack of water
available for irrigation can reduce the yield.

Biochemical studies of the mechanism of growth of fruits showed in both
genotypes that the concentration of ABA during the development of fruits changed in a
such way that has been a decrease in the phase of intensive growth, while the beginning
of the ABA increase coincided with the beginning of the ripening of the fruit. It is also
shown that a significant increase in the activity of enzyme cell wall-associated
peroxidase in tomato fruit pericarp under PRD conditions coincided with the end of cell
growth and the beginning of the ripening process. These results pointed out that this
enzyme may control tomato fruit maturation. Biochemical studies have also shown that
the concentration of ABA and the activity of the enzyme peroxidase in the fruits of
flacca mutant were smaller compared to the fruits of Ailsa Craig. A comparative
analysis of the dynamics of changes in peroxidase activity and concentration of ABA in
the fruits indicates their antagonistic relationship in all treatments and in both
genotypes.

Biochemical analysis of fruit included also proteomics analysis. In total, 1679
spots were detected in fruit pericarp and among these identified spots, a total of 52
protein spots displayed differential abundance variation according to the treatment,
stages of fruit development and genotypes. The identified proteins were classified into
the following metabolic categories: carbon metabolism (13 proteins), amino acid
metabolism (5 proteins), protein translation, processing and degradation (8 proteins),
energy metabolism (3 proteins), cell wall related (5 proteins), oxidative stress (8
proteins), stress defence and heat shock (4 proteins) and 6 proteins whose function was
unknown.

Analysis of proteins related to carbon and amino acid metabolism indicated that

slower metabolic flux in PRD fruits may be the cause of a slower growth rate



comparing to FI fruits, and this is also the case of the flacca fruits compared to Ailsa
Craig fruits. On the base of the increase in the protein expression of cell wall proteins
and energy metabolism, it can be assumed that the metabolic flux was oriented to the
synthesis of the cell wall and making the necessary energy for cell growth, that allowed
the PRD fruits to prolonged periods of fruit growth, which finally resulted in larger
diameter of PRD fruits in relation to the FI fruits. It was also observed reduced synthesis
of cell wall proteins in the fruits of flacca plants compared to the fruits of Ailsa Craig,
which can be the cause of a smaller size of mutant fruits compared to the fruits of wild
type. Increased synthesis of some antioxidant protein during growth and development of
PRD fruits, indicated that treatment PRD (where less amount of water than in FI was
used) can cause mild drought stress, which stimulates various defense reactions in
plants. These data are consistent with a significant role peroxidase not only in fruit
growth, but also to the antioxidant activity which is of special importance for the
resistance of plants to drought.

Generally, proteomics analysis enabled the new insight in understanding the
metabolic and biochemical processes that are the basis of the growth of tomato fruit
pericarp cells. Further studies, particularly in the phase of the ripening of fruits can be
helpful for understanding the effects of treatment DSK, not only on the growth of fruit,

but also on the quality of the tomato yields, as well as their nutritional value.

Key words: tomato, Ailsa Craig, flacca, fruit growth, partial root-zone drying (PRD),
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1. UvOD

Susa je u svetu jedan od glavnih ogranicavajucih faktora u intenzivnoj poljoprivrednoj
proizvodnji, koji u znacajnoj meri redukuje prinos i kvalitet gajenih biljaka (Foolad,
2007). Prema podacima Jajarmi, 2009, oko 25% svetskih poljoprivrednih povrsina je
pod uticajem stresa suse. Medunarodni panel za klimatske promene (IPCC, 2014),
predvida da ¢e i u narednim godinama efekat suse biti veoma izrazen i da ¢e doc¢i do
poveéanja proseénih temperatura (za 2°C) i koncentracije CO,, kao i do smanjenja
padavina u toku letnjih meseci, a $to ¢e biti najizrazenije na podru¢jima u kojima je
umereno kontinentalna i suptropska klima. Prema evropskim prognozama iz 2008. god.
(European Commission Directorate — General for Agriculture and Rural Development,
2008), u Evropi se najteze posledice globalnog zagrevanja nece, u najve¢oj meri,
ispoljiti pre 2050. god., ali ¢e sve veéi problem predstavljati ekstremna klimatska
dogadanja kao S$to su ekstremni toplotni talasi, pozari, produzeni susni periodi i sve
¢esce poplave (EEA, 2012). Modeli klimatskih promena ukazuju i da ¢e trend porasta
temperature i smanjenja padavina biti regionalno izrazen u Evropi. Prognoze su da ¢e se
koli¢ina padavina povecati u Zapadnoj i Severnoj Evropi od 5 do 15%, dok ¢e u
centralnoj, isto¢noj i mediteranskoj Evropi do¢i do smanjenja ¢ak za 20% (Kjellstrom i
sar., 2007). To ¢e se odraziti i na smanjenje raspolozivih vodnih resursa za industrijske,
urbane i poljoprivredne potrebe, tako da voda postaje resurs od strateSkog znacaja
(Alcamo i sar., 2007).

I u naSoj zemlji negativni efekti klimatskih promena i suSe na poljoprivrednu
proizvodnju su veoma izrazeni. MeteoroloSka ispitivanja pokazuju da je povecanje
srednje godi$nje temperature, u poslednjih pedeset godina, na podruéju Srbije do 0,17°C
dekadno, s tim Sto je taj trend u poslednjih deset godina viSestruko uvecan. Prema
proceni Popovi¢ i sar. (2004) u Srbiji ¢e u toku nastupajucih letnjih meseci biti za 20-
50% manje padavina.

U Srbiji, kao i zemljama jugosto¢ne Evrope, negativno dejstvo suse se posebno
odrazava na gajenje i produktivnost povrtarskih kultura. Paradajz se gaji na otvorenom
polju i u zasticenom prostoru i spada u ekonomski najznacajnije i najée$ée gajene
povrtarske kulture (Ho, 1996; Takac i sar., 2007). Proizvodnja paradajza u Evropi

ucestvuje sa 12,8% u ukupnoj svetskoj proizvodnji paradajza, sa prosenim prinosom
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41,8 t/ha. Medu najvece svetske proizvodace paradajza spadaju: Kina (50,5 miliona tona
(Mt)), Indija (18,2 Mt), US (12,5 Mt), Turska (11,8 Mt) i Egipat (8,5 Mt). Zemlje koje
postizu najve¢i prinos u proizvodnji paradajza su Belgija, Holandija i Irska, sa
prosekom oko 480 t/ha (FAOSTAT, 2015). U Srbiji se paradajz gaji na 18.483,00 ha, sa
prose¢nim prinosom od 9.4 t/ha, a prema podacima iz 2013. godine, proizvedeno je
174.512,00 t paradajza (FAOSTAT, 2015).

Razlog malog prinosa paradajza u Srbiji, u poredenju sa drugim zemljama,
je neadekvatna primena agrotehnickih mera, pre svega, navodnjavanja (Takac i
sar., 2007). U proizvodnji paradajza voda je jedan od najznacajnijih faktora Koji
uti¢e na rastenje i razvice, pa je za postizanje veceg prinosa neophodno dodatno
navodnjavanje (Fereres i Soriano, 2007). Paradajz je biljka koja je osetljiva i na vodni
deficit. Rezultati BoSnjaka i Pejica (1995) ukazuju da u Srbiji potrebe paradajza za
vodom variraju od 670-1,720 mm po m? kao i da je za jedan kilogram suve mase
paradajza potrebno od 300-400 litara pa do 824 litara vode. Reakcija razlicitih biljaka,
pa i paradajza, na vodni deficit zavisi od genotipa, jacine i trajanja nedostatka vode, tipa
zemljista, starosti i faze razvica, kao i vrste organa i tkiva (Bray, 2001). SuSa najvise
uti¢e na smanjenje prinosa u fazama kada se rasad priprema za sadnju, fazi cvetanja i u
fazi formiranja i rastenja plodova (Wudiri i Henderson, 1985). Niska relativna vlaznost
vazduha (ispod 50%), narocito ako je pracena zemljiSnom susom, dovodi do opadanja
cvetova, a Cesto i ve¢ formiranih plodova, tako da u uslovima vodnog deficita dolazi do
znac¢ajnog smanjenja prinosa i kvaliteta plodova.

Za prevazilazenje efekata suSe danas se, uglavnom, koriste dva pristupa i to:
stvaranje otpornih genotipova gajenih biljaka na susu i pobolj$anje agrotehni¢kih mera
za gajenje biljaka u oblastima gde one mogu biti izlozene susi. Oba pristupa su
zasnovana na teorijskim znanjima o dejstvu suse na biljke i njihovim adaptivnim
reakcijama. Na taj nacin su teorijska znanja iz fiziologije stresa biljaka nasla svoju
prakti¢nu primenu.

Stvaranje otpornih genotipova paradajza je dugotrajan proces koji zahteva
pronalazenje osobina i procesa koji su u korelaciji sa otpornos$éu na susu, kao i njihovu
primenu u postupku selekcije. Pored toga, potrebno je i viSegodiSnje testiranje stepena
otpornosti na suSu tako stvorenih genotipova. Preduslov za dobijanje otpornih

genotipova je dobro poznavanje odgovora biljaka i adaptivnih reakcija na stres,
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definisanje relevantnih kriterijuma za ocenu tolerantnosti na susu, izbor klju¢nih gena
koji uticu na povecanje otpornosti prema susi 1 procena uticaja otpornosti na kvalitet 1
prinos (Zdravkovi¢ i sar., 2013). Smatra se da primena molekularnih metoda, zajedno sa
klasi¢énim fizioloskim istrazivanjima moze dati najbolje rezultate u istrazivanjima
otpornosti gajenih biljaka na susu (Foolad, 2007). Razvoj molekularnih markera
omogucio je stvaranje genetickih mapa i uz korisS¢enje razlicitih statistickih programa,
sada je moguce odrediti poziciju gena za bilo koje svojstvo, tzv. QTL (eng. quantitative
trait loci) koje se potom, ukoliko je u korelaciji sa otpornos¢u na susu, koristi u procesu
selekcije (Mackay i sar., 2009).

Od agrotehni¢kih mera najznacajnije je navodnjavanje i tendencija je da se zbog
sve ucestalijih susa proSire povrsine koje se navodnjavaju. Prema Van Schilfgaarde
(1994) od ukupne koli¢ine raspolozivih vodnih resursa za navodnjavanje
poljoprivrednih kultura trosi se 85% sa trendom povecanja navodnjavanih povrsina.
Zbog povecanja potreba za hranom rastuce svetske populacije (po proceni UN-a do
2050. god. se ocekuje porast stanovniStva za 34% u odnosu na danasnju, FAO (2015)),
klimatskih promena, kao i smanjenja raspolozivih ukupnih vodnih resursa, voda za
navodnjavanje se mora mnogo ekonomicnije trositi. Zbog toga je strateski cilj globalne
poljoprivredne proizvodnje racionalnije koris¢enje vode za navodnjavanje i to tako da
se poveca efikasnost usvajanja i koriS¢enja vode od strane poljoprivrednih kultura, a da
se pri tome ne umanji njihov prinos ili kvalitet prinosa (Kang i Zhang, 2004). U tom
cilju su razvijene metode redukovanog navodnjavanja i to: regulisani deficit
navodnjavanja ili RDN (eng. regulated deficit irrigation) i delimi¢no suSenje korenova
ili DSK (eng. partial root-zone drying). Veliki broj rezultata pokazao je da se obe
metode mogu uspe$no Koristiti za navodnjavanje razli¢itih poljoprivrednih kultura
(Fereres i Soriano, 2007). One su zasnovane na poznavanju fizioloskih reakcija biljaka
na susu i percepciji i prenosu signala suSe od korena do izdanka i plodova (Chaves i
sar., 2003; Morison i sar., 2008; Stiki¢ i sar., 2010). U kojoj meri ¢e se uStedeti koli¢ina
vode koja se u ovim metodama koristi zavisi pre svega od poljoprivredne kulture, tipa
zemljista i meteoroloskih uslova (Jovanovic¢ i Stiki¢, 2012). Dalja usavrSavanja metoda
detekcije reakcija biljaka na DSK i RDN omoguéila bi njihovu jo§ efikasniju i $iru

primenu. USteda koli¢ine vode za navodnjavanje (od 30 do ¢ak 70%) koju ove metode
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omogucavaju je od posebnog znaCaja za zemlje Cija se poljoprivreda suoCava sa
problemima suse i smanjene koli¢ine vode za efikasnu i odrZivu proizvodnju.

Regulisani deficit navodnjavanja (RDN) je metod navodnjavanja kod kog se
korenov sistem biljaka zaliva sa koli¢inom vode koja je manja od maksimalne
evapotranspiracije za datu kulturu (English i sar., 1990). Na taj nacin se biljke izlazu
odredenom stepenu stresa suse 1 one reaguju smanjenjem transpiracije (zatvaranjem
stoma ili smanjenjem povrSine listova), dok je efekat na fotosintezu manji. U tim
uslovima umerenog stresa, iako se moze smanjiti produkcija biomase, to se ne mora
negativno odraziti na prinos, jer se asimilati preusmeravaju ka plodovima (Wilkinson i
Hartung, 2009). Za efikasno koriS¢enje i prakti¢nu primenu ove metode u proizvodne
svrhe neophodno je znanje o specificnim fazama najvece osetljivosti na suSu biljaka
koje se zalivaju, kao i kontrola njihovog vodnog rezima ili vodnog rezima zemljista. U
zavisnosti od toga, tehniku RDN treba primeniti u fazi najmanje osetljivosti odredene
biljne vrste na suSu, ali se mora pored vodnog rezima biljaka kontrolisati i duZina
trajanja suSe, da ne bi doSlo do smanjenja prinosa (Jovanovi¢ i Stiki¢, 2012).

Tehnika delimi¢nog susenja korenova je modifikacija RDN tehnike. Primena
DSK podrazumeva navodnjavanje jedne strane korenovog sistema, dok se druga
polovina isusuje do odredenog nivoa zemljiSne vlage, a zatim se strana navodnjavanja
menja, tako da se navodnjava suva strana korenovog sistema, a prethodno navodnjavana
se isusuje (Gowing i sar., 1990). To se razlikuje od tehnike RDN, gde se manja koli¢ina
vode za navodnjavanje, u odnosu na optimalno navodnjavane biljke, primenjuje na

celokupan korenov sistem (SI. 1).

Slika 1. Shema optimalnog navodnjavanja (ON), delimi¢nog susenja korenova

(DSK) i regulisanog deficita navodnjavanja (RDN).
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Do primene DSK metoda se doslo zahvaljujuci saznanjima poslednjih godina,
kada je utvrdeno da do redukcije rastenja i promene otvorenosti stoma kod biljaka
izloZenih susi moze do¢i na osnovu sinteze i transporta tzv. ,,hemijskih signala suse* i
bez promene vodnog rezima u ¢elijama, odnosno i bez tzv. "hidrauli¢nih signala suse”.
Princip metode je da navodnjavanje dela korenovog sistema odrzava listove u
hidratisanom stanju, dok korenovi koji se suse sintetiSu ,,hemijske signale” (uglavnom
hormon abscisinsku kiselinu) koji se od korena do nadzemnog dela transportuju
ksilemom i zatim deluju tako $to redukuju provodljivost stoma i rastenje ¢elija (Dodd i
sar., 1996). Dinamika zalivanja i isuSivanja dela korenovog sistema zavisi od kulture,
faze razvica biljke, tipa zemljista, raspolozive koli¢ine vode u zemljiStu i evaporacije
(Saeed i sar., 2008). Kod paradajza se obi¢no kre¢e u intervalu 10 do 15 dana.
Dosadasnji brojni rezultati su pokazali da se primenom obe metode kod paradajza
efikasnost usvajanja vode moze znacajno povecati, a da se pri tome ne umanji prinos
(Davies i sar., 2000; Stiki¢ i sar., 2010).

Dalja usavrSavanja metoda detekcije reakcija biljaka na DSK i RDN omogucila
bi njihovu jos efikasniju i Siru primenu. Usteda koli¢ine vode za navodnjavanje (od 30
do ¢ak 70%) koju ove metode omogucavaju je od posebnog znacaja za zemlje Cija se
poljoprivreda suocava sa problemima suse i smanjenom kolicinom vode za efikasnu i
odrZivu proizvodnju.

lako postoje brojna istrazivanja i teorijske osnove za moguénosti primene RDN i
DSK metoda kod paradajza, nedovoljan je broj rezultata koji se odnose na ispitivanje
uzajamne zavisnosti biohemijskih i fizioloskih procesa koji se deSavaju na nivou ploda
paradajza. Takva ispitivanja, a koja su predmet ove disertacije, su od posebnog znacaja
jer doprinose razumevanju procesa od kojih zavisi ne samo rastenje i prinos RDN i DSK

plodova, ve¢ i njihova nutritivna vrednost.



Poglavlje 2 - PREGLED LITERATURE

2. PREGLED LITERATURE

2.1. Paradajz: istorijat, morfologija i znacaj

Paradajz (Lycopersicon esculentum Mill.) je jedna od najéeS¢e gajenih i ekonomski
najznacajnijih povrtarskih kultura. Paradajz pripada botani¢koj familiji Solanaceae,
rodu Solanum, vrsti koja se oznacava latinskim imenom Lycopersicon esculentum L.
(Mill), ili po novijoj nomenklaturi, Solanum lycopersicum L. (Knapp, 2014).

Paradajz vodi poreklo iz Juzne Amerike. Vecina istorijskih, lingvistickih,
arheoloskih 1 etnobotanickih podataka ukazuje da divlji paradajz, sitnih crvenih
plodova, potice iz uske priobalne andske zone koja obuhvata Peru, Ekvador, severni
Cile i ostrva Galapagos. Sa ovog podruja §irio se na sever prema Meksiku, gde je doglo
do njegove domestifikacije. Lokalno astesko i indijansko stanovni$tvo je birajuci
krupnije i ukusnije plodove izvrsilo prvu selekciju i pretvorilo divlji paradajz u gajenu
kulturu. U postkolumbovskom periodu paradajz prvo stize u Spaniju i Portugaliju, zatim
je preko Mediterana prenesen u ostali deo Evrope, u Aziju i Afriku, a potom vraé¢en u
Severnu Ameriku. Elektroforetska proucavanja aloenzimskog sastava pokazuju veliku
sli¢nost izmedu evropskih sorti, lokalnih populacija Meksika i centralne Amerike i
primitivnih populacija koje se i1 danas srecu Sirom andske zone, ¢ime se direktno
potvrduje hipoteza o poreklu paradajza (Markovi¢, 1997).

U Evropi nije bio poznat sve do otkri¢ca Amerike. U vreme kada su ga Spanci
preneli iz Perua u Evropu, nije bio upotrebljavan u ishrani, ve¢ je gajen samo kao
ukrasna biljka i to verovatno zbog intenzivnog mirisa listova i plodova, kao i zbog toga
Sto paradajz pripada familiji pomocnica (Solanaceae) u kojoj se nalaze neke otrovne
biljke (beladona, mandraka). Tek polovinom 18-tog veka paradajz se poc¢eo Koristiti u
ishrani kao povrée, najpre u Italiji, Spaniji, Portugaliji i Francuskoj. Paradajz je danas
nezamenjivo i vrlo popularno povrée koje se gaji Sirom sveta. U nasim krajevima
paradajz je masovno poceo da se gaji tek polovinom 19-tog veka.

Mnogi divlji srodnici paradajza kao Sto su Lycopersicon esculentum var.
cerasiforme, L. chilense, L. peruvianum, L. hirsutum i L. pimpinellifolium su medu
najbogatijim izvorima gena za hibridizaciju. Gotovo sva efektivna rezistencija na

virusna oboljenja paradajza je nadena iz divljih vrsta Lycopersicon i Solanum.
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Koren paradajza ima razli¢itu gradu i polozaj u zavisnosti od nacina gajenja.
Centralni koren u direktnoj setvi dostize dubinu od 100 do 150 cm i zahvata veliku
masu zemljista, ali se glavna masa korena razvija u povrSinskom sloju zemljista (20 do
40cm). Kada se paradajz gaji preko rasada potencira se razvi¢e bo¢nih korenova, dok je
kod biljaka koje su gajene iz semena korenov sistem osovinski. U optimalnim
uslovima zemljiSne i vazdusne vlaznosti mogu da se formiraju vazdusni, adventivni
korenovi iz svih zeljastih delova biljke. Narocito snazan adventivni koren se razvija iz
potkotiledonog dela stabla, Sto je od koristi za bolje snabdevanje vodom i mineralnim
elementima (Damjanovi¢ i sar., 2001; Markovié, 1997).

Stablo paradajza je kratko i zeljasto, zelene boje, sklono je grananju, ali sa
staroS¢u biljke odrvenjava. Kod najveceg broja biljaka ono najcesée poleze po zemlji i
zato je za njegovo gajenje neophodan oslonac. Kod mladih biljaka stablo je okruglo, a
kod starijih postaje rebrasto, pokriveno je sitnim dlacicama koje luce zelatinoznu masu,
koja daje specifi¢an miris biljci paradajza. U proizvodnji se zakidaju bocni izdanci
(Damjanovi¢ i sar., 2001; Markovi¢, 1997). Na osnovu habitusa i duZine trajanja
perioda rastenja razlikuju se 3 tipa rastenja stabla i to: determinantan, indeterminantan
i poludeterminantan. Kod determinantnog tipa stabla, sa formiranjem prve cvasti,
zavrSava se rast biljke u visinu, $to glavno stablo Cini niskim. Boc¢ni izdanci se
pojavljuju iz primarnog stabla dajuci biljci zbunast izgled. Sorte paradajza sa
indeterminantnim tipom pokazuju neograniceno rastenje, sa velikim brojem boc¢nih
grana i daju plodove tokom cele sezone. Poludeterminantni paradajz se odlikuje
dugackim bo¢nim grananjem i obrazovanjem nekoliko cvasti kao i1 indeterminantni
tip, ali se obrazovanjem cvasti obustavlja dalje rastenje (kao kod determinantnih
oblika) (Damjanovi¢ i sar., 2001; Markovi¢, 1997).

Listovi paradajza su neparno perasti, spiralno rasporedeni, dorzoventralne grade
sa izrazenim nervima na nali¢ju lista. Mladi listovi su prosti i po obodu useceni, dok su
stariji listovi neparno perasto sloZeni i sastoje se iz glavne lisne drSke na kojoj su
rasporedeni prosti ili sloZeni listovi na pojedina¢nim drSkama. Ovakve listove ima veci
broj kulturnih sorti, dok izvestan broj sorti ima list koji svojom morfologijom li¢i na list
krompira (Damjanovi¢ i sar., 2001).

Cvetovi su sakupljeni u cvasti, a kod veline varijeteta i sorata cvet ima 6

¢as8i¢nih 1 6 kruni¢nih listi¢a. Prasnici su srasli u obliku konusa i potpuno obuhvataju
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zig, stubi¢ 1 plodnik. Cvetovi su samooplodni i1 zute su boje. Nalaze se na cvetnoj drSci
(pedicelu).

Plod se razvija iz metamorfoziranih delova cveta i nastaje posle oplodenja od
plodnika tucka. Plodnikov zid se naziva perikarp i on ima tri sloja i to: spoljasnji
(egzokarp), srednji (mezokarp) i unutradnji (endokarp). Egzokarp ima uglavnom
zaStitnu ulogu, dok je sloj mezokarpa kod ploda paradajza soc¢an i sadrZi hranljive
materije, Secere, ulja i aromati¢na jedinjenja, kao i vitamine koji doprinose nutritivnoj
vrednosti paradajza. Plod paradajza varira u Sirokim granicama u pogledu veliCine,
oblika i boje. Veli¢ina ploda je sortna osobina, ali ona zavisi i od uslova gajenja i
primenjene agrotehnike. Plodovi se grupiSu u sitne (mase ispod 60 g), srednje (mase
izmedu 60 g i 120 g) i krupne (mase iznad 120 g). Neki plodovi kao npr. sorte VVolovsko
srce mogu dosti¢i i masu od 1000 g. Dijametar takode varira kod razlicitih sorti od viSe
od 10 cm do manje od 3 cm (plodovi cherry paradajza). Oblik i boja ploda su osobine
varijeteta, odnosno sorte. Boja ploda moze biti crvena, narandZasta i Zuta. NajviSe se
gaje sorte sa crvenim plodovima (Damjanovic i sar., 2001; Markovi¢, 1997).

Seme paradajza je smeSteno u semenim komorama. Broj komora je sortna
osobina i varira od 2 do 20 u jednom plodu. Sorte sa ve¢im brojem komora imaju veci
procenat semena i mekSi plod. Normalno razvijen plod paradajza sadrzi 100-300
semena.

Plod paradajza ima Siroku upotrebu u ishrani stanovniStva. Koristi se kao svez,
zreo plod i u vidu razli¢itih preradevina (sokova, kecapa, supa, pasti, itd.). O znacaju
ove povrtarske kulture govori podatak da sa svetskom proizvodnjom od 163,964
miliona tona u 2013. god. spada medu najviSe konzumirane povrtarske kulture
(FAOSTAT, 2015). Prosecna potrosnja paradajza u svetu iznosi 27 kg po stanovniku, a
u nasoj zemlji je 16 kg po stanovniku. U Srbiji, od ukupno 309.000 ha setvenih povrsina
na kojima se gaji povrée paradajz zauzima oko 7%, odnosno oko 20.000 ha, sa
ostvarenom proizvodnjom od 180.000 tona ploda (Takac i sar., 2007). Prosecan prinos
u Srbiji je oko 9 tona po hektaru, Sto je relativno malo, narocito kada se uzme u obzir da
je prosecan evropski prosek oko 40 t/ha. Razlog ovako niskog prinosa lezi pre svega u
neadekvatnoj tehnologiji gajenja (Takac i sar., 2007), a smatra se da bi odgovarajuc¢a
primena agrotehni¢kih mera, pre svega navodnjavanja, omogucila postizanje visokog i

stabilnog prinosa.
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Plod paradajza ima izuzetna nutritivna i lekovita svojstva. U ishrani ljudi on je
veoma znac¢ajan izvor minerala (K, Na, Mg, Ca, Fe, Cu, Co, B, J, Ni i posebno Ca),
organskih kiselina (ukljucuju¢i askorbinsku, limunsku, fumarnu, oksalnu), vitamina (A,
C, B, K, E), pektina. Takode je za dijetu veoma znacajno $to su plodovi nisko kalori¢ni i
sadrze malu koli¢inu masti (94% vode, oko 4,7% ugljenih hidrata, 0,9-1,1% proteina i
0,26% ulja), a takode ne sadrZe ni holesterol. Plod paradajz je izvor i veoma znacajnih
jedinjenja iz grupe antioksidanata (vitamina C, fenola, o-tokoferola, karotenoida -
najviSe likopena). Pokazalo se da ovi antioksidanti, naroCito likopen, imaju veoma
znacajna lekovita svojstva i da su od posebnog znacaja u prevenciji sr¢anih oboljenja,

kao i razli¢itih vrsta kancera i drugih bolesti (Preedy i Watson, 2008).

2.2. Rastenje i razviée plodova

Rastenje svih biljnih ¢elija pa i ¢elija plodova, se moze objasniti sa 2 osnovna procesa:
¢elijska deoba i izduzivanje ¢elija. Potom sledi proces diferencijacije ¢elija pri cemu
one dostizu svoju konacnu veli¢inu. Deoba ¢elija se odvija u posebnim meristemskim
¢elijama. Preduslov za izduzivanje celija je da one dostignu svoju turgidnost
(osmotskim usvajanjem vode) i da potom dode do rastenja primarnog Celijskog zida.
Rastenje primarnog celijskog zida se danas objasnjava sa biofizickog, biohemijskog i
hormonskog aspekta (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2015).

Biofizi¢ki model je predlozio Lockhart 1965. god. Po ovom modelu izduzivanje
¢elija zavisi od hidraulickih i mehanickih osobina celijskog zida. Hidraulicne osobine
vezane su za postojanje pozitivnih vrednosti turgora koje nastaju kao rezultat usvajanja
vode od strane celija koje rastu. Mehanicke osobine vezane su za simultane
ireverzibilne plasti¢ne promene - deformacije zida. Osnova koncepta je nastanak turgora
koji obezbeduje pokretaCku snagu za povecanje zapremine celije, a S§to je rezultat
usvajanja vode i simultanih promena vezanih za strukturu ¢elijskog zida.

Biohemijski model objaSnjava proces rastenja na osnovu biohemijskih i
metaboli¢kih promena u zoni rastenja celija. Ove analize pokazuju da se u delu koji
odgovara celijama meristema vrs$i intenzivna metabolicka aktivnost i1 nakupljanje
nukleinskih kiselina (neophodne za deobu ¢elija), azota (potreban za sintezu proteina i

to kako enzimskih, tako i proteina celijskog zida), ugljenih hidrata (kao supstrat disanja
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i kao osmotikumi), jona (posebno P, K i Mg), enzima i hormona koji su regulatori
procesa rastenja.

Od metabolickih procesa u ¢elijama zone rastenja posebno su aktivni procesi
oksidativne fosforilacije i WDH ciklus, kao izvori ATP i NADPH, neophodnih za
nesmetano odvijanje procesa biosinteze razli¢itih jedinjenja. U zoni diferencijacije se
takode akumuliraju ugljeni hidrati koji su prekursori metabolita neophodnih za sintezu
komponenti sekundarnog ¢éelijskog zida (posebno lignina) (Carrari i Fernie, 2006).

Kao rezultat rastenja i diferencijacije ¢elija dolazi do formiranja odredenih tkiva
i organa. Kvalitet 1 prinos plodova paradajza zavise od dinamike rastenja i razvica i
ostvarene konacne veliCine plodova, tako da su ispitivanja ovih procesa od posebnog
znacaja. Prema Gillaspy i sar. (1993) rastenje i razvi¢e plodova paradajza, sli¢no
plodovima drugih kultura, moze se podeliti u Cetiri faze (SI. 2) i to:

Faza I: razvi¢e plodnika, oplodnja i obrazovanje (zametanje) plodova

Faza Il: ¢elijska deoba, formiranje semena i rano razvi¢e embriona

Faza Il1: rastenje celija i sazrevanje embriona

Faza IV: sazrevanje plodova

Obrazovanje plodova zavisi od uspesnog dospevanja polena na zig tucka
(polinacije), ali i od uspesSne oplodnje (De Jong i sar., 2009). Plodnik je sposoban da
»primi polen samo nekoliko dana posle antezisa (5to zavisi od vrste biljke), a ako ne
dode do ,,lepljenja‘“ polena za zig tucka, doc¢i ¢e do abscisije plodnika. Pod zametanjem
plodova se podrazumeva transformacija plodnika u mladi plod, koji po¢inje naglo da
raste posle polinacije. Za obrazovanje plodova, polinacija je neophodna, dok
fertilizacija (oplodnja) nije. U slucaju da do fertilizacije ne dode, obrazovaée se
partenokarpski plodovi - plodovi bez semena (Srivastava, 2002).

Posle oplodnje i okon¢anja faze | dolazi do aktivacije ¢elijske deobe u plodniku
(faza I1) pod dejstvom citokinina (najaktivnija u perikarpu i tkivu placente). Ova faza je
pracena pojavom tkiva, formiranjem semena i ranim razvicem embriona. Nakon perioda
¢elijske deobe, slede¢ih 6-7 nedelja plodovi rastu uglavnom na ra¢un povecanja
zapremine Celija, sve dok plod ne dostigne konac¢nu veli¢inu (faza I11). lako rastenje
ploda zavisi i od deoba i od rastenja Celija, povecanje veliine ¢elija ipak viSe doprinosi
konacnoj veli¢ini ploda, a veli¢ina ¢elija placente, lokularnog tkiva i mezokarpa se

moze povecati vise od 10-puta (Tanksley, 2004).

10
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U toku faze 1V dolazi do sazrevanja plodova. Sazrevanje je aspekt razvi¢a koji je
jedinstven za plod i koji se razlikuje od procesa senescencije u listovima, jer se
metaboliti ne mobiliSu i ne napustaju plodove, ve¢ podlezu transformacijama koje
dovode do toga da se u plodovima u toku sazrevanja akumuliraju metaboliti od kojih
zavise nutritivna i lekovita svojstva plodova. Kada plodovi zavrse svoje rastenje
(kvantitativne promene) dolazi do njihovog sazrevanja (kvalitativne promene), Sto
predstavlja niz genetski kontrolisanih procesa regulisanih aktivno$¢u fitohormona.
Vizuelna manifestacija sazrevanja plodova je promena njegove boje. Kako plod sazreva
pigmenti se menjaju od zelenog preko narandzastog do crvenog. Prva promena
pigmenata je bledenje zelene boje izazvana transformacijom hloroplasta u hromoplaste,
a Sto rezultira smanjenjem koncentracije hlorofila. Pocetno poveéanje koncentracij -
karotena dovodi do nastajanja narandzaste boje, dok je finalna crvena boja rezultat
kasnije povecanja koncentracije likopena. Istovremeno sa promenom boje deSavaju se
brojne metabolicke promene: dezintegriSe se unutraS$nji 1 centralni deo zida karpela,
tkivo placente omekSava kao rezultat enzimske razgradnje cCelijskih zidova i dobija
Zelatinoznu strukturu, raste sinteza etilena, intenzivira se disanje, kiselost ploda naglo
raste, a zatim postepeno opada, sadrzaj skroba opada, a koli¢ina Secera se povecava.
SintetiSu se 1 raznovrsne supstance koje doprinose karakteristicnom ukusu i aromi
plodova, a is¢ezavaju tanini i druga jedinjenja koja daju opor i gorak ukus (Carrari i
Fernie, 2006; Gillaspy i sar., 1993; Giovannoni, 2004).

Deoba i izduzivanje celija su i geneticki uslovljeni procesi jer su praceni
ekspresijom veceg broja gena, posebno onih koji kodiraju membranske proteine i
enzime, kao i enzime neophodne za odvijanje metabolic¢kih procesa.

Soc¢ni plodovi se na osnovu intenziteta disanja u fazi sazrevanja plodova dele na
dve kategorije i to:

1. Klimakteri¢ni plodovi, kod kojih za vreme sazrevanja dolazi do naglog
povecanja sinteze etilena i disanja. U ovu grupu spadaju plodovi paradajza, jabuke,
kruSke, banane, masline, breskve, Sljive.

2. Neklimakteri¢ni plodovi, kod kojih ne dolazi do naglih promena u sintezi
etilena i disanja. Etilen je i kod ovih plodova povezan sa sazrevanjem, ali njegova

koncentracija ostaje relativno niska bez naknadnog povecanja tokom sazrevanja

11
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plodova. U ovu grupu spadaju plodovi vrste Citrus, vinove loze, jagode, lubenice,

tresSnje, ananasa.

STADIJUM

PLODA: Antezis Oplodenye 0.8¢cm dcm 1.5cm L0cm zek zeleno stanje

RAST: FAZAL FAZAI FAZA I

Deoba :’:ellja’ lzduzivanie Celja Samevanje >
Forrmiranje Fitosterali Karotenoidi
plnca

AUKSINI
GIEERELINI
CITOKININI
ABSCISINSKA
KISELIMA
ETILEM

Slika 2. Faze razvic¢a plodova paradajza (modifikovano prema Gillaspy i sar., 1993).

Neki autori, za razliku od Gillaspy i sar. (1993), razlikuju samo tri glavna
perioda u rastenju ploda paradajza: deobu celija, fazu rastenja i fazu sazrevanja
(Guichard i sar., 2001).

Brzina rastenja plodova, kao i drugih organa, se moze analizirati i pomocu tzv. S
krivih rastenja ili krivih koje su simetri¢ne i po obliku zvonaste (Monselise i sar., 1978).
One se prave tako Sto se prati dinamika promene u vremenskom intervalu odredenih
parametara plodova kao §to su npr. dijametar ploda, masa, broj ¢elija i sl. Oblik krive
moZze da ukaze da li je rastenje rezultat deobi ili izduzivanja ¢elija, a takode i da se prati
dinamika rastenja u toku odredenih faza razvica ploda ili dejstva nekih faktora na ove
procese. Na Sl. 3 predstavljene su krive rastenja ploda paradajza u razli¢itim fazama

razvic¢a (Giovannoni, 2004).
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etilen/disanje

....... omeksavanje ploda
- karotenoidi

—-—— deoba celija

. —— izduzivanje celija
I [ I | [ I | I I

a 7 14 21 28 35 42 49 56 61 dpa

Slika 3. Sematski prikaz promena u toku razvi¢a ploda paradajza (MG - plod koji je
dostigao svoju konaénu veli¢inu i kod kog je seme sazrelo; BR - plod sa prvom
vidljivom akumulacijom karotenoida; RR- potpuno zreo plod — modifikovano prema
Giovannoni, 2004).

Na osnovu krivih rastenja se mogu analizirati trajanje i intenzitet procesa deobe i
izduZivanja Celija i ti podaci su od znacaja za razumevanje morfoloskih osobina plodova
kao $to su njihova veli¢ina, oblik i masa. Te karakteristike su i od posebnog znacaja ne

samo za ocenu kvaliteta prinosa, ve¢ i1 za ekonomske vrednosti plodova paradajza.

2.3. Fiziolo$ki i metabolicki procesi u toku razvié¢a plodova

Za rastenje 1 razvice plodova neophodni su metabolicki procesi koji obezbeduju
asimilate i optimalni vodni balans za rastenje Celija. U toku tzv. zelene faze razvica
plodova, plodovi su, zbog prisustva hloroplasta sposobni za fotosintezu, ali je njen udeo
u stvorenoj suvoj masi ploda relativno mali (manje od 10%), tako da plodovi zavise od
transporta asimilata floemom iz listova koji su najblizi plodu (Van leperen i sar., 2003).
Pravac i intenzitet transporta asimilata u prvom redu zavisi od potreba pojedinih tkiva ili
organa za asimilatima. Po pravilu transport asimilata odvija se od mesta njihove sinteze,

izvora (eng. source) ka mestu njihove potrosnje, uvira (eng. sink). Tako je plod koji se
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razvija i ¢ija dimenzija raste dominantan centar za privlacenje asimilata (Fanwoua i sar.,
2014). Prema Ho (1992) plodovi paradajza koji rastu imaju vece potrebe za vodom i
asimilatima u odnosu na druge biljne organe i oni predstavljaju sink organe (tzv. organi
uvira asimilata), a listovi su glavni izvor asimilata (tzv. organi izvori asimilata).
Akumulacija heksoza kao osmotikuma u ¢éelijama ploda formira gradijent u osmotskom
potencijalu $to potom omogucava usvajanje vode i drugih asimilata tokom faze rastenja
plodova paradajza (Massot i sar., 2010). U toku ranog razvi¢a ploda (pre i posle
cvetanja) postoji jaka kompeticija za asimilate i izmedu vegetativnih i reproduktivnih
organa, kao Sto je utvrdeno kod plodova jabuke i kruSke (Hayashi i Tanabe, 1991;
Jackson, 2003).

Za deobu i rastenje Celija pored asimilata su neophodni i voda i mineralne
materije koji se transportuju iz stabla u plod kroz peteljku ploda, ksilemom i floemom
(Matthews i Shackel, 2005). Odrzanje turgora je neophodno za ¢elije ploda da bi mogle
da se izduzuju, tako da se gubitak vode veci od optimalnih vrednosti za datu fazu
razvica negativno odrazava na rastenje i razvi¢e ploda, njegovu trajnost i kvalitet. Plod
paradajza sadrzi 90-95% vode od sveze mase. Celokupna suva materija koja se
akumulira u plodu mora se kretati ka plodu u rastvorenom obliku i preko vaskularnih
tkiva peteljke (ksilemom i floemom). Plod moze da gubi vodu na dva nacina:
transpiracijom ili ksilemom u smeru od ploda ka stablu (Guichard i sar., 2001). Plod
paradajza ima nizak nivo transpiracije jer ima debelu kutikulu (Andrews i sar., 2002) i
nema stome (Johnson i sar., 1992). Transpiracija plodova je od znacaja ne samo za
vodni rezim plodova, ve¢ i za transport mineralnih elemenata. Do usvajanja vode od
strane plodova dolazi zbog toga $to gubitak vode transpiracijom sniZava vrednost
potencijala vode i turgora u plodu i povecava vrednost osmotskog potencijala u odnosu
na listove. Tako obrazovan gradijent potencijala vode uslovljava da se voda i mineralne
materije transportuju ka plodovima ksilemom. Kod so¢nih plodova voda se moze
transportovati i floemom i ksilemom, ali sa razli¢itim udelom zavisno od faze razvica
ploda. Kod mladih plodova paradajza koli¢ina vode koja ulazi u plod ksilemom se
smanjuje sa sazrevanjem ploda (Bondada i sar., 2005). Smatra se da je to rezultat
redukcije ksilema i povecanja floema u peteljci 1 da zbog toga dolazi do velike tzv.

,hidrauli¢ne otpornosti* za protok vode u plodovima (André i sar., 1999).
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Smanjenje transporta vode ksilemom (povecana ,hidraulicna otpornost™) se
odrazava i na transport jona, posebno Ca** koji je slabo mobilan element (Ho i sar.,
1987; Ho i White, 2005). Smanjeni unos Ca®* u plodove dovodi do pojave
karakteristiénih nekroti¢nih lezija na distalnim delovima plodova (posebno kod
paradajza) koje se nazivaju BER (eng. blossom-end rot, BER). Ova pojava je najvise
izrazena u uslovima stresa suse ili soli.

Savremeni pristup u istrazivanjima razvi¢a plodova i njihovog sazrevanja su tzv.
“omiks” analize kao Sto su metabolomik (Bénard i sar., 2015) ili proteomik (Faurobert i
sar., 2007b; Marjanovi¢ i sar., 2012; Palma i sar., 2011), a koje mogu znacajno da
doprinesu razumevanju procesa koji se deSavaju u toku sazrevanja plodova. Na osnovu
metabolomik analize Bénard i sar. (2015) su identifikovali oko 70 metabolita u
listovima i 60 u plodovima i utvrdili njihove promene u zavisnosti od eko-fizioloskih
uslova gajenja paradajza, kao i da mnogi od njih zavise od pristupa¢nosti saharoze.

Rezultati proteomik analize (Palma i sar., 2011) kod razli¢itih plodova
(paradajza, vinove loze, citrusa, jabuke) su pokazali da metaboli¢ki procesi u toku
sazrevanja plodova zavise od ispitivanih genotipova i od agro-ekoloskih uslova u
kojima se sazrevanje ostvaruje. Razlike u proteinima izmedu zrelih i nezrelih plodova,
kao i dinamika njihove akumulacije u plodovima ovih biljaka, doprinose razumevanju
ne samo njihovog kona¢nog prinosa i kvaliteta, ve¢ 1 njihovog nutritivnog i lekovitog
znacaja. Proteomik analiza plodova paradajza (Faurobert i sar., 2007b) je pokazala da
u toku sazrevanja plodova dolazi do promene velikog broja proteina od kojih su 15
povezani sa metabolizmom ugljenih hidrata, 5 sa fotosintezom i disanjem, 9 sa
metabolizmom amino kiselina, 5 sa sekundarnim metabolitima, a po 1 sa metabolizmom
vitamina i lipida. Takav savremeni koncept proteomik analize je primenjen i u ovoj
disertaciji za ispitivanje rastenja plodova paradajza sorte Ailsa Craig i mutanta flacca u

uslovima optimalnog navodnjavanja i delimi¢nog suSenja korenova.

2.4. Hormonska kontrola rastenja i razviéa plodova

Kod biljaka hormoni igraju posebno zna¢ajnu ulogu u procesima rastenja, tako da je na
osnovu njihovog dejstva izvrSena i podela na stimulatore rastenja (auksini, giberelini i
citokinini) i na inhibitore rastenja (abscisinska kiselina i etilen). Njihovo dejstvo na

nivou c¢elija se ostvaruje preko membranskih fenomena koji su u osnovi promene pH
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koja je neophodna za rastenje ¢elija, ali i preko sinteze proteina i enzima potrebnih za
razgradnju ili sintezu komponenti zida (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2015).

Dejstvo biljnih hormona na rastenje i razvice je mnogostruko. Mogu direktno da
deluju na pojedine procese na membranama kao Sto su npr. transport jona koji regulise
otvaranje i zatvaranje stoma ili na enzime c¢elijskog zida od kojih zavisi rastenje Celija.
Dejstvo fitohormona zasnovano je na ukljucivanju (aktivaciji) odredenih gena, jer u
njihovom odsustvu ne dolazi do pocetka fizioloskih reakcija. Hormoni specificno
kontroliSu ekspresiju gena i regulacija dejstva hormona zasnovana je na diferencijalnoj
aktivaciji 1 inaktivaciji gena u pojedinim fazama razvica, kontroli na nivou transkripcije
I translacije, aktivacije i inaktivacije enzima i efektima na membrane. Pored toga biljni
hormoni imaju i modifikatorsko dejstvo tj. kontroliSu brzinu fizioloSkih procesa i uti¢u
na medusoban balans hormona. Na taj nacin, oni odreduju pravce diferencijacije ¢elija
Sto omogucava regulaciju sinhronog razvic¢a pojedinih organa i tkiva (Stiki¢ i Jovanovi¢,
2015).

Efekti hormona se mogu generalno sumirati na slede¢i nacin. Brzi efekti
auksina se ostvaruju stimulacijom protonske ekskrecije u ¢elijskom zidu (aktiviraju
H*/ATP-azu), $to dovodi do povecanja kiselosti u ¢elijskom zidu (od 7 do 4,5). Kao
posledica ovih promena u pH dolazi do aktivacije ekspanzina i drugih enzima zida, Sto
dovodi do slabljenja veza u zidu i njegovog istezanja. Istovremeno dolazi i do promene
elektronemijskog potencijala Sto ubrzava usvajanje jona koji iz zida ulaze u citoplazmu i
tako se stimuliSe osmotsko usvajanje vode. Usvajanje vode povecava turgor koji je
neophodan za rastenje i izduzivanje ¢elije. Auksini takode deluju i na ekspresiju gena
§to omogucava cCelijama Koje se izduzuju da u veoma kratkom vremenskom periodu
produkuju nove proteine neophodne za zonu izduzivanja ¢elija. Neki od ovih proteina
su i transkripcioni faktori koji vrSe aktivaciju ili represiju drugih gena (Stiki¢ i
Jovanovié, 2015).

Giberelini uti¢u na hemijski sastav ¢elijskog zida, kao i na sintezu njegovih
komponenti. Utvrdeno je da povecavaju aktivnost XET, smanjuju aktivnost peroksidaza
¢elijskog zida, ali utiCu i na obrazovanje kovalentnih veza koje povezuju proteine
¢elijskog zida. Na taj nacin, zajedno sa auksinima, omoguéavaju izduZivanje celija.
Aktivnost citokinina u procesu rastenja je vezana za stimulaciju ¢elijske deobe (Stiki¢ i

Jovanovi¢, 2015).
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Abscisinska kiselina (ABA) ima inhibitorno dejstvo na rastenje. Ona inhibira
protonsku pumpu na nivou plazmamembrane i na taj nadin spreCava acidifikaciju
¢elijskog zida koja je neophodna za izduzivanje. Pored toga uti¢e na promene u sastavu
ugljenih hidrata zida, odnosno ima inhibitorno dejstvo u toku sinteze celuloze i
hemiceluloze (Stiki¢ i Jovanovié, 2015).

Etilen takode moze da redukuje rastenje biljaka. Od posebnog znacCaja je
interakcija izmedu ABA i etilena u rastenju i razvi¢u izdanaka i korena.

Sve faze i procesi u razvi¢u plodova su, takode, kontrolisane hormonima i to
tako da su auksini aktivni tokom svih faza rastenja i razvic¢a ploda (oplodenje, deoba,
izduZivanje i sazrevanje), citokinini uti¢u na deobu, giberelini na deobu i izduZivanje
¢elija, abscisinska kiselina (ABA) ima najvec¢i uticaj na izduzivanje Celija plodova, dok
je etilen odgovoran za proces sazrevanja (Gillaspy i sar., 1993).

Auksini su odgovorni za rastenje Celija u tkivu ploda. Rezultati Gillaspy i sar.
(1993) su pokazali da se koncentracija auksina u plodu paradajza dva puta povecava za
vreme razvica plodova. Prvo poveéanje u koli¢ini auksina se javlja oko 10 dana posle
antezisa, Sto se podudara sa pocetkom rastenja ¢elija, a drugo se javlja kasnije u razvi¢u
plodova i poklapa se sa finalnom fazom u razvi¢éu embriona. Auksini se sintetiSu u
polenu, ali i u endospermu i embrionu semena koje se razvija (Taiz i Zeiger, 2010).
Kada polen padne na zig tucka dolazi do ekspresije tzv. auksin signalnih gena, kao Sto
su Aux/IAAs ili AUXIN RESPONSE FACTORS (ARFs) u koje spadaju:
DIAGEOTROPICA (DGT), AUSCIA, 1AA9, SIARF7 geni. Medutim, mehanizam ARF
jo$ uvek nije jasan. Nije joS uvek poznato da li je akumulacija auksina posledica
povecane sinteze auksina, smanjene degradacije ili nagomilavanja auksina transportom
iz drugih biljnih delova (De Jong i sar., 2009).

Koncentracija giberelina raste za vreme maksimalnog porasta ¢elija, kada se
koncentracija auksina u plodu smanjuje (Gillaspy i sar., 1993). Za vreme razvica ploda
paradajza, takode postoje dva povecanja u akumulaciji giberelina, koji su u skladu sa
¢elijskom deobom, na pocetku faze II i rastenja Celije u fazi IIl. Utvrdeno je da
giberelini u toku faze I stimuli$u klijanje polena i rastenje polenove cevcice (Gillaspy i
sar., 1993). Jedina poznata signalna komponenta giberelina koja je ukljuena u
obrazovanje ploda je SIDELLA. DELLA proteini ogranicavaju Sirenje (povecéanje) ¢elija

tako Sto blokiraju gene odgovorne za sintezu giberelina. Stoga, SIDELLA geni spadaju u
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negativne regulatore obrazovanja plodova, jer ograniCavaju signale giberelina i na taj
nacin uti¢u na porast plodnika (De Jong i sar., 2009). Za mehanizam dejstva giberelina
se pretpostavlja da je takav, da oni povecavaju elasti¢nost celijskog zida i uti¢u na
osmotski potencijal (Srivastava i Handa, 2005).

Za povecan intenzitet deobe ¢elija ploda su odgovorni citokinini (Srivastava i
Handa, 2005). Povecanje koncentracije citokinina u plodu se deSava na pocetku faze II,
§to se poklapa sa fazom intenzivne deobe celija (Gillaspy i sar., 1993). Veéina
citokinina je izmerena u semenu koje se razvija, a veoma malo u perikarpu i tkivu
placente. Veruje se da se citokinini ne stvaraju u semenu, ve¢ da se do njega
transportuju, ali da seme kontrolise brzinu njihovog transporta. Mehanizam kojim
citokinini unapreduju proces deobe ¢elija u plodu nije potpuno poznat, ali se zna da
mogu da reguliSu procese u G2 fazi interfaze ili prelazak iz G2 u mitozu celijskog
ciklusa (Cowan i sar., 2001).

Hormon abscisinska kiselina (ABA) ima takode zna¢ajnu ulogu u razvi¢u ploda
1 semena. Koncentracija ABA u omotacu semena raste tokom razvi¢a, a sadrzaj u
okolnom tkivu opada. Sadrzaj vode u semenu i okolnom tkivu je slian u pocetnim
fazama razvica, ali je potencijal vode i osmotski potencijal u embrionu nizi nego u
okolnom tkivu u fazi rastenja ¢elija.

ABA je od posebnog znacaja za biljke jer se kao "stres” hormon akumulira u
biljkama izlozenim dejstvu razli¢itih abiotickih 1 biotickih stresnih faktora i ima klju¢nu
ulogu u njihovim reakcijama na stresne faktore. Takode, ABA je uklju¢ena i u druge
procese rastenja i1 razvica biljaka (izduzivanje, klijanje, dormanciju, abscisiju i dr.),
metaboli¢ke procese, kao i u regulaciji vodnog rezima (Jovanovic¢ i Stiki¢, 2012; Stiki¢ i
Jovanovié, 2015). Za razumevanje ovako slozene uloge ABA, ali i drugih hormona,
posebno su znacajni mutanti ABA kod kojih je usled poremecaja u sintezi ABA
smanjena njena koncentracija, kao $to je to mutant flacca koji je koris¢en u naSim
istrazivanjima.

Abscisinska kiselina predstavlja seskviterpenoid i u svojoj gradi ima Sestoclani
prsten sa jednom dvogubom vezom za koji je vezan nezasiceni lanac sa karboksilnom
grupom. Specifican put biosinteze ABA kojim se ovaj proces u plastidima odvaja od
biosinteze karotenoida, zapravo zapocinje konverzijom zeaksantina u violaksantin u

dvostepenoj epoksidaciji (Setha i sar., 2004). Raspadom ovih karotenoida obrazuje se
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ksantoksin koji prelazi iz plastida u citoplazmu. Od ksantoksina se obrazuje ABA-
aldehid koji oksidacijom pomocu enzima aldehid-oksidaze prelazi u abscisinsku
kiselinu (Sagi i sar., 1999).

Kod paradajza su poznata tri ABA mutanata: notabilis, flacca i sitiens,
homozigoti za recesivne mutacije jednog gena (Linforth i sar., 1990). Prema Taylor i
sar. (1988) kod genotipova flacca i sitiens je blokiran poslednji korak puta biosinteze
ABA. Oni imaju mutaciju na genu koji kodira enzim za prevodenje ABA aldehida u
ABA. Aktivnost aldehidne oksidaze zavisi od molibdenskog kofaktora, u koji se prvo
ugradi sumpor delovanjem sulfuraze sa ABA3 gena (Wasilewska i sar., 2008). Tokom
de novo sinteze ABA u hloroplastima se obrazuje 9'cis-epoksikarotenoid-dioksigenaza,
NCED (eng. 9'cis-epoxycarotenoid dioxygenase) koja cis-neoksantin prevodi u
citoplazmatski ksantoksin. To su prvi prekusori u sintezi ABA. Kod paradajza, 9'cis-
epoksikarotenoid-dioksigenaza je kodirana LeNCED1 genom. Kod notabilis-a se javlja
mutacija LeNCED1 gena (Burbidge i sar., 1999). Mutacije gena kod ovih mutanata
smanjuju oksidacioni kapacitet oba enzima koji su kljuéni za biosintezu ABA
(aldehidne oksidaze i ksantin-dehidrogenaze). Medutim, iako je kapacitet mutanata za
sintezu ABA smanjen, oni jo§ uvek mogu da akumuliraju odredenu koli¢inu ABA.
Herde i sar. (1999) su utrdili da notabilis i flacca sadrze ABA u koli¢ini koja je 47% i
21% od divljeg tipa.

ABA mutanti se i fenotipski razlikuju od divljeg tipa. Oni se odlikuju smanjenim
rastom, manji su im plodovi i imaju morfoloske simptome karakteristicne za viSak
etilena, kao $to su kovrdzanje listova i pojava adventivnih korenova, ¢ak i u uslovima
kad su dobro snabdeveni vodom (Nagel i sar., 1994; Pe¢inar, 2015; Ranci¢, 2011; Sharp
I sar., 2000). Razlike izmedu mutanata i divljeg tipa se ispoljavaju ne samo kod
vegetativnih, ve¢ i reproduktivnih organa. Tako je veli¢ina i masa ploda znacajno manja
kod flacca u odnosu na divlji tip (Nitsch i sar., 2012; Peéinar, 2015; Ranci¢, 2011).
ABA se svrstava u grupu hormona inhibitora rastenja biljaka, pa bi se oc¢ekivalo da su
mutanti deficitarni u koncentraciji ABA veéi od divljeg tipa. Paradoksalno je i da
egzogena primena ABA dovodi do porasta mutanata tako da oni skoro dostizu visinu
divljeg tipa (Nagel i sar., 1994; Neill i sar., 1986). Jedno od objasnjenja za manji rast
ABA deficitarnih mutanata je veca produkcija etilena kod ovih biljaka (Neill i sar.,
1986). Rezultati Sharp i sar. (2000) i Dodd (2003), su pokazali da blokirana sinteza
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etilena delimi¢no povecava povrsinu listova. Na osnovu ovih i drugih sli¢nih podataka
Sharp i sar. (2000) su predlozili da je jedna od uloga ABA u rastenju da neutraliSe
inhibitorno dejstvo etilena na rast izdanka. Prema ovom konceptu interakcije ABA i
etilena, uloga ABA je da ,kontrolise” da koncentracija etilena ne poraste i inhibira
rastenje. Veca produkcija etilena kod mutantnih biljaka (Neill i sar., 1986) moze da
redukuje i razvoj ksilema (Zobel i Roberts, 1978) i tako inhibira polarni transport
auksina (Beyer i Morgan, 1971). Auksini sa svoje strane uti¢u i na rastenje ¢elija i na
razvoj elemenata ksilema (Sugiyama i Komamine, 1990). Promene u gradi ksilema se
mogu odraziti na transpiracioni tok i transport vode i mineralnih elemenata, Sto opet
indirektno uti¢e na rastenje i razvi¢e mutantnih biljaka. Transpiracija je zbog smanjene
sinteze ABA kod mutanata povecana u odnosu na divlji tip, tako da se mutanti mnogo
brze suSe. Rezultati ispitivanja kod flacca biljaka su pokazali da su u susSi vrednosti
potencijala vode u listovima mnogo nize, a provodljivost stoma veéa u odnosu na divlji
tip (Proki¢, 2009).

Koncentracija ABA u plodovima se menja u toku rastenja i sazrevanja plodova.
Ona dostize maksimum u fazi intenzivnog rastenja celija (Gillaspy i sar., 1993).
Medutim, postoje i podaci da je visoka koncentracija ABA izmerena u ranijim fazama
rastenja ploda (Kojima, 1996; Smith i sar., 1995), kao i da je njena koncentracija
najveéa u lokulima i semenima plodova (Kojima i sar., 1993). Za vreme razvi¢a
semena, koncentracija ABA je najveca u fazi povecanja Celija, a zatim opada u kasnijoj
fazi razvi¢a ploda. Povecana koncentracija ABA se dovodi i u vezu sa sintezom etilena
u toku sazrevanja plodova. Rezultati viSe autora su potvrdili da inhibicija sinteze ABA u
plodovima smanjuje sintezu etilena i odlaze sazrevanje plodova (Jia i sar., 2011; Sheng
I sar., 2008; Zhang i sar., 2009). Rezultati Nitsch i sar. (2012) su kod mutanata flac/noc
sa dvostrukom mutacijom, pokazali da je kolicina ABA smanjena ali da je nivo etilena
poveéan §to potvrduje ulogu ABA u stimulisanju rastenja plodova, tako Sto smanjuje
koncentraciju etilena. Savremena molekularna istraZivanja su pokazala i da u plodovima
klimakteri¢nih, ali 1 neklimakteri¢nih plodova kolicina ABA predstavlja rezultat
dinami¢nog balansa izmedu biosinteze (odgovorni NCED geni), katabolizma (CYP707A
geni) i njihove reaktivacije (BG/GT geni), tako da promena nekog od ovih procesa

menja koncentraciju ABA u plodovima (Leng i sar., 2014).
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Etilen je hormon ¢ija je uloga od posebnog znacaja za sazrevanje plodova 1 to
posebno klimakteri¢nih. U toku klimakteri¢nog disanja odavanje CO; i usvajanje O, se
povecava za 2-3 puta. Etilen koji se obrazuje u plodovima podsti¢e klimaktericno
disanje (Srivastava, 2002). Uloga etilena u procesu sazrevanja plodova je visestruka. On
deluje kao ,,motor pokretac* sazrevanja jer potpomaze kodiranje enzima za biosintezu
karotenoida, metabolizma Secera, degradaciju ¢elijskog zida 1 antioksidativnu aktivnost.
Za smanjenu sintezu etilena (pre faze sazrevanja plodova), a kasnije za povecanje
sinteze etilena (u vreme sazrevanja plodova), odgovorni su etilen ACC sintetaza (ACS)
I ACC oksidaza (ACO). Oba enzima kodiraju multigenske familije. Njihova sinteza se
deSava u specifi¢nim tkivima za vreme razvica i oni mogu biti indukovani hormonskim
signalima i uslovima spoljasnje sredine. Gen specificne probe u paradajzu su pokazale
da razlicite vrste ACS gena deluju prilikom ranih faza razvica, kao sto su ACS1 i ACS3,
a ACS2 i ACS4 deluju u fazi sazrevanja plodova, kada dolazi do povecanje sinteze
etilena (Srivastava, 2002).

Rezultati Zhang i sar. (2009) pokazuju i da akumulacija ABA prethodi
akumulaciji etilena. To ukazuje da je uloga ABA od presudnog znacaja za pocetak
sazrevanja, dok je uloga etilena bitnija u kasnijoj fazi sazrevanja plodova. Novija
ispitivanja sa mutantima paradajza kod kojih je mutacijom onemogucéeno sazrevanje
plodova pokazuju da se razlike izmedu klimakteri¢nih i neklimakteri¢énih plodova ne
ispoljavaju samo u produkciji etilena. Kada je egzogeno primenjen etilen kod ovih
mutanata nije doSlo do sazrevanja i ekspresije etilenom regulisanih gena sazrevanja.
lako je bilo ustanovljeno da etilen aktivira transkripciju nekoliko gena u vrlo ranoj fazi
zrenja ploda, to nije slucaj za sve gene koji kodiraju proteine sazrevanja, jer kod nekih
gena aktivacija prethodi povecanoj sintezi etilena. Prema tome, jo$ uvek je nejasno kako
je transkripcija etilen-nezavisnih gena ili inicijacija procesa zrenja kontrolisana
programom razvic¢a ploda. To sve ukazuje i da, pored generalno prihva¢enog koncepta u
kome sazrevanje obe kategorije plodova zavisi od biosinteze i signala za etilen, postoje
I drugi regulatorni faktori koji kontroliSu sazrevanje plodova (Leng i sar., 2014).

JoS uvek postoji dosta kontroverzi ne samo o ABA i etilenu ve¢ i o drugim
hormonima. Ispitivanja Kumar i sar. (2014) koja se odnose na ulogu hormona u procesu
formiranja, rastenja i sazrevanja plodova, kao i genske regulacije sinteze i akumulacije

hormona, ukazuju na to da se generalno moze zakljuciti da su auksini, giberelini i
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citokinini primarni regulatori formiranja plodova, kao i da auksini i citokinini reguliSu

rastenje, a ABA i etilen sazrevanje plodova.

2.5. Biohemijska kontrola rastenja plodova

Biohemijska kontrola izduzivanja Celija zasnovana je na tome da se u toku celijske
ekspanzije menja biohemijski sastav celijskog zida i da u biohemijskoj regulaciji
rastenja  ucestvuju 3 osnovne grupe enzima: ekspanzini, ksiloglukan-
endotransglikozilaza i peroksidaza. Ovi enzimi potpomaZzu da oslabe veze u rigidnoj

strukturi primarnog ¢elijskog zida koja onemogucava njegovo istezanje (Sl. 4).

Ksiloglukan

Celulozna
mikrofibrila

Slika 4. Model delovanja enzima zida na rastenje ¢elija (modifikovano prema Peki¢-
Quarre i sar., 2005).

Ekspanzini su enzimi koji katalizuju reverzibilnu ekspanziju ¢elijskog zida. Oni
nemaju hidroliti€¢ku aktivnost da razlazu komponente zida, ve¢ pri promeni pH (od 6.8
do 4.5) “odlepljuju i guraju” polisaharide od celuloznih mikrofibrila i tako raskidaju
nekovalentne H veze izmedu polimera celijskog zida (McQueen-Mason i Cosgrove,
1995).

Ksiloglukan-endotransglikozilaza (XET) je enzim Koji raskida (,,se¢e®) veze u

lancu polisaharida ksiloglukana na manje ili veée fragmente i tako ih odvaja od
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mikrofibrila koji zato postaju labavi. Ovi enzimi 1 prenose ove iseCene fragmente na
neki drugi lanac (Palmer i Davies, 1996).

Zajedni¢kim dejstvom proteina i enzima zida dolazi do slabljenja veza u
matriksu 1 opadanja turgora tako da se usvaja voda i pod dejstvom smanjenog praga
turgora zid se isteze. PosSto se usled slabljenja veza u jednom delu zid razgraduje, a to
izaziva stvaranje veza u drugom delu, ne postoji mogu¢nost da se zid skroz razgradi.
ZavrSetak rastenja celija obuhvata redukciju ekstenzibilnosti zida, tj. ocvrS€avanje
strukture zida. Tu je od znacaja uloga enzima peroksidaze.

Peroksidaze (EC.1.11.1.7), su enzimi, koji spadaju u grupu oksidoreduktaza i
katalizuju reakcije oksidacije razli¢itih supstrata u prisustvu vodonik peroksida.
Reakcije koje katalizuju peroksidaze su: sinteza lignina, reakcije oksidacije fenolnih
jedinjenja estarski vezanih za polisaharide c¢elijskog zida, formiraje mostova
izoditirozina za koje se pretpostavlja da povezuju strukturne molekule proteina,
ucestvuju u metabolizmu auksina i1 dr. Uloga peroksidaza u zoni rastenja celija je da
kada se formira novi zid “zakljuca zajedno” celulozne mikrofibrile i spreci njihovo
rastezanje, dok peroksidaza u zoni diferenciranih ¢elija ucestvuje u metabolizmu lignina
| tako potpomaze stvaranje sekundarnog zida (Fry, 1986; Passardi i sar., 2004).

Rezultati istrazivanja veceg broja autora su pokazali i da peroksidaza ¢elijskog
zida ima ulogu u biohemijskoj inhibiciji rastenja ¢elija lista i ploda u susi (Bacon i sar.,
1997a; Bakovi¢ 1 Jovanovi¢, 2003; Jovanovi¢ i sar., 2004; Savi¢ i sar., 2008; Vuceli¢
Radovi¢ i sar., 2008). Rose i sar. (1997) i Thompson i sar. (1998) su takode pokazali da
je aktivnost XET i ekspanzina u korelaciji sa rastenjem ploda. Geni za enzime
superoksid-dismutazu i katalazu su takode identifikovani u plodu paradajza u fazi
sazrevanja. Ovi enzimi imaju antioksidativnu aktivnost i uglavnom se sintetiSu u
stresnim uslovima ili kod infekcije patogenima, ali njihova uloga u procesima
sazrevanja plodova jo$ uvek nije jasna (Srivastava, 2002).

U naSim istrazivanjima je pracena ukupna aktivnost enzima peroksidaze
¢elijskog zida sa ciljem objaSnjenja biohemijskih promena koje se deSavaju u toku
izlaganja biljaka Ailsa Craig i flacca tretmanima suse i delimi¢nog susenja korenova.
Rezultati Ismail i Phizackerley (2009), Savi¢ i sar. (2008) i Vuceli¢ Radovi¢ i sar.
(2008) su pokazali da peroksidaza moze da ucestvuje u regulaciji rastenja plodova

paradajza gajenih u uslovima delimi¢nog suSenja korenova. Ve¢i broja autora je
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pokazao da se u toku rastenja plodova menja ne samo aktivnost peroksidaze, ve¢ i

njenih izoformi (Andrews i sar., 2002; Andrews i sar., 2000; Thompson i sar., 1998).

2.6. Rastenje plodova i susa

porast biljaka i njihovih organa jedan od prvih vidljivih znakova suSe. Susa uti¢e na
rastenje celija preko redukcije broja i/ili veli¢ine ¢elija. SuSa uti¢e na proces deobe tako
da se obrazuje manji broj ¢elija ¢ije su i dimenzije manje, Sto kasnije za posledicu ima
redukciju veli¢ine plodova. Efekat umerene suSe na rastenje celija je rezultat biofizickih
1 biohemijskih promena, prvenstveno na nivou zida. Biofizicke promene su vezane za
hidraulicke 1 mehanicke osobine Cc¢elijskog zida, dok su biohemijske uslovljene
aktivnoS¢u nekoliko enzima ¢elijskog zida (ksiloglukan-endotransglikozilaze — XET,
peroksidaze, ekspanzina), kanala akvaporina, kao i dejstvom hormona (abscisinske
kiseline 1 auksina) i pH vrednosti apoplasta. Opadanje potencijala turgora u ¢elijama
redukuje plasti¢nost (ekstenzibilnost) celijskog zida, i povecava aktivnost enzima koji
inhibiraju rastenje ¢elijskog zida, posebno peroksidaze (Jovanovié i Stiki¢, 2012).

U uslovima suSe dolazi do zatvaranja stoma (Mansfield i sar., 1990) kako bi
biljka sacuvala neophodnu vodu za nesmetano odvijanje fizioloSkih procesa. Medutim,
usled redukovane provodljivosti stoma, dolazi do smanjenja transpiracije, pa tako i
efikasnijeg koris¢enja vode od strane biljke (Tahi i sar., 2007). Zatvaranjem stoma
dolazi do redukcije usvajanja CO, (Chaves, 1991) i smanjenja fotosinteze Sto
neposredno dovodi do inhibicije rastenja (Holbrook i sar., 2002).

Prema podacima Taka¢ i sar. (2007) potrebe paradajza za vodom variraju od
670-1720 mm po m?, a kada vlaznost zemlji$ta padne ispod 70-80 % poljskog vodnog
kapaciteta dolazi do usporavanja rastenja biljaka paradajza i smanjenja prinosa. Kod
paradajza, najveci uticaj na redukciju prinosa vodni deficit ima u periodu cvetanja i fazi
intenzivnog rastenja plodova, tako Sto se smanjuje broj formiranih cvetova, povecava
abortivnost cvetova i negativno utiCe na rastenje plodova (Ranc¢ié¢, 2011; Wudiri i
Henderson, 1985). Prema Wudiri i Henderson (1985) navodnjavanje u toku faze
cvetanja i plodonosenja povecava prinos za 55-87%. Pored redukcije veli¢ine i broja

¢elija ploda paradajza (Peéinar, 2015; Ranci¢, 2011), u uslovima vodnog deficita dolazi
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1 do smanjenja brzine rastenja i skrac¢ivanja vegetacionog perioda, Sto takode utiCe na
redukciju prinosa (Samarah, 2005; Savi¢, 2008).

U uslovima suSe dolazi 1 do razli¢itih metaboli¢kih promena u plodu paradajza.
Povecava se sinteza aktivnih oksidativnih supstanci i slobodnih radikala (Sofo i sar.,
2004; Sofo i sar., 2005), koje mogu da izazovu oSte¢enja na celijskim membranama
(Smirnoff, 1993). Kako bi odrzale neometano rastenje i razvice, biljke imaju sposobnost
da eliminiSu ove supstance na dva nacina, enzimskim (Smirnoff, 1993) i neenzimskim
(Noctor i Foyer, 1998) antioksidantima. U enzimske antioksidante spadaju proteini:
superoksid-dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutationperoksidaza (GPX) i enzimi
askorgat-glutation ciklusa (AsA-GSH), askorbat-peroksidaza (APX),
monodehidroaskorbat-reduktaza (MDHAR), dehidroaskorbat-reduktaza (DHAR) i
glutation-reduktaza (GR). U neenzimske antioksidanse spadaju: askorbinska kiselina
(AsA), glutation (GSH), karotenoidi, tokoferoli i fenoli (Sharma i sar., 2012).

Mogu¢énost regulacije enzimskog antioksidativnog sistema od strane biljaka je
povezano sa tolerancijom na susu, jer moze spreciti oStecenja koja mogu biti izazvana
uticajem oksidativnih supstanci (Sofo i sar., 2005). U dosadasnjim istrazivanjima
zabeleZen je porast aktivnosti peroksidaza ¢elijskog zida (Bacon i sar., 1998; Jovanovi¢
i sar., 2004), ali i drugih enzimskih antioksidanata u uslovima suse (Aganchich i sar.,
2007). Ovi enzimi uti¢u i na promene mehanickih osobina ¢elijskog zida (indukuju
lignifikaciju), izazivaju inaktivaciju auksina, Sto dovodi do obustavljanja rastenja, a Sto
je u korelaciji sa adaptacijom na susu (Sofo i sar., 2005).

U uslovima suSe u plodovima paradajza raste i sadrZzaj neenzimskih
antioksidativnih supstanci, §to pozitivno uti¢e na kvalitet plodova (Stiki¢ i sar., 2003).
Povecanje sadrzaja suvih materija u plodovima paradajza u uslovima suse mogao bi biti
rezultat smanjenog transporta vode, a samim tim i njenog procentualno manjeg sadrzaja
u plodovima (Ehret i Ho, 1986; Willumsem i sar., 1996).

U literaturnim podacima, postoji malo informacija o fizioloSkim i biohemijskim
promenama koji se desavaju u toku rastenja i razvica plodova (Faurobert i sar., 2007b;

Rocco i sar., 2006), kao i uticaja stresa suse na metaboli¢ke promene u plodu paradajza.

25



Poglavlje 2 - PREGLED LITERATURE

2.7. Primena metoda redukovanog navodnjavanja kod paradajza

U literaturi postoje razli¢iti podaci o efektima metoda redukovanog
navodnjavanja na paradajz. U vecini radova gde je primenjivana tehnika DSK rezultati
pokazuju da koli¢ina vode za navodnjavanje moze da se smanji za 30-50% bez veceg
uticaja na prinos. Pri tome dolazi do povecéanja efikasnosti koriS¢enja vode (eng. water
use efficiency — WUE) i poboljSanja kvaliteta ploda paradajza (Davies i sar., 2000;
Kirda i sar., 2004; Savi¢ i sar., 2008; Tahi i sar., 2007; Zeghe-Dominguezi sar., 2003;
Zegbe i sar., 2004). Kod primene tehnike RDN utvrdeni su heterogeni rezultati;
znaajno smanjenje prinosa paradajza gajenog u stakleniku primetili su Pulupol i sar.
(1996), dok Mitchell i sar. (1991) i Zegbe-Dominguez i sar. (2003) u ogledu sa
paradajzom gajenim u poljskim uslovima primenom RDN tehnike nisu utvrdili znac¢ajan
gubitak prinosa. Jedna od cestih negativnih posledica primene tehnike RDN kod
paradajza je pojava nekroti¢nih pega na plodovima (eng. blossom end rot — BER), Sto je
posledica smanjenog transporta kalcijuma ka plodu (Adams i Ho, 1993).

Kako je teorijska osnova tehnike DSK zasnovana na indukciji biohemijske
reakcije biljaka na stres suSe, promenu strane zalivanja korenovog sistema bilo bi
najbolje izvrsiti kada zapreminski sadrzaj vode u zemljiStu odgovara maksimalnoj
koncentraciji ABA u ksilemskom soku (Liu i sar., 2008). Na ovaj nacin zalivana strana
korenovog sistema omogucava odrzanje vodnog statusa nadzemnog dela biljke, a
hemijski signali (ABA) koji se sintetiSu u isuSivanom delu korenovog sistema prenose
se ksilemom u nadzemni deo biljke (Dodd, 2007) i imaju inhibitorni uticaj na rastenje
listova, jer se zatvaraju stome i redukuje se fotosinteza. Na ovaj naCin smanjuje se
transpiracija i povecava se efikasnost koris¢enja vode (Davies i sar., 2000; Souza i sar.,
2003). Pored ABA kao hemijskog signala, za regulaciju kontrole kori§¢enja vode na
nivou listova, utiu i drugi hemijski signali indukovani umerenim stresom suse. Uo¢eno
je da sa porastom koncentracije ABA dolazi do povecanja pH ksilemskog soka
(Holbrook i sar., 2002; Mingo i sar., 2003; Sobeih i sar., 2004), ali i drugih hemijskih
signala kao Sto su koncentracija neorganskih jona i drugih biljnih hormona (Stoll i sar.,
2000; Wilkinson, 1999).

Adekvatnom primenom tehnike DSK kod paradajza moZe da se ustedi i do 50%
vode za navodnjavanje bez vece redukcije prinosa (Kirda i sar., 2004). U istoj studiji je

uoceno da navodnjavanje tehnikom DSK utiCe na smanjenje lisne povrSine i

26



Poglavlje 2 - PREGLED LITERATURE

vegetativnog porasta i da su fotosintetski asimilati usmereni ka plodovima. Zegbe i sar.
(2004) su u sli¢no postavljenom eksperimentu uocili da DSK tehnika navodnjavanja ne
utice na redukciju prinosa, ali da se povecava efikasnost koriS¢enja voda za 70% u
odnosu na optimalno navodnjavane biljke. Tehnika DSK takode uti¢e na povecanje
kvaliteta plodova paradajza i pove¢anje WUE (Davies i sar., 2000). Prema rezultatima
Savi¢ i sar. (2008) i Stiki¢ i sar. (2003) DSK uti¢e na povecanje ukupnog sadrzaja
Secera u plodovima paradajza. Pri koriS¢enju DSK tehnike treba voditi racuna o koli¢ini
vode u zasuSivanoj strani, da ne bi doslo do pojave jake suse koja bi onemogucila
funkcionisanje korena i usvajanje vode.

Generalno posmatrano, razlike izmedu tehnika DSK i1 RDN se najvise

ispoljavaju na WUE i na kvalitet i prinos plodova. Tehnika DSK se pokazala manje

paradajz (Kirda i sar., 2005; Liu i sar., 2006a; Wakrim i sar., 2005), ali je zato davala
bolje rezultate kod prinosa i kvaliteta plodova (Kang i Zhang, 2004; Kirda i sar., 2004;
Leib i sar., 2006; Savi¢, 2008; Shahnazari i sar., 2007; Stiki¢ i sar., 2003; Topcu i sar.,
2007; Zegbe i sar., 2004). De la Hera i sar. (2007) i Ahmadi i sar. (2010), sugerisu da
na razlike izmedu primena tehnika DSK i RDN najveéi uticaj imaju: hormonalne
promene koje su rezultat dugoro¢ne primene DSK tretmana na rastenje i razvice, razlike
izmedu hemijskih signala koji su indukovani primenom ove dve tehnike, razli¢itost u
nacinu usvajanja vode, rastenju korena i redistribuciji vode, jer utiCe na sintezu
hemijskih signala u isuSivanom delu korena. Pored toga, duzina trajanja i najadekvatnije
vreme primene DSK tehnike zavisi od biljne kulture, ali i od tipa zemljista (Sepaskhah i
Ahmadi, 2010).
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3. NAUCNI CILJ | OSNOVNE HIPOTEZE

Cilj istrazivanja ove disertacije je da se detaljno prouce fizioloski i biohemijski procesi
koji su u osnovi regulacije rastenja i sazrevanja plodova paradajza u optimalnim
uslovima vodnog reZima biljaka, pod dejstvom delimi¢nog suSenja korenova (DSK) i
regulisanog deficita navodnjavanja (RDN). Kako u ispitivanim procesima klju¢nu ulogu
ima hormon abscisinska kiselina (ABA), uporedna ispitivanja kod sorte Ailsa Craig i
mutanta flacca, koji je deficitaran u sintezi ABA, imala su za cilj da doprinesu
objasnjenju uloge ABA u reakcijama biljaka paradajza na susu.

Cilj fizioloskih istrazivanja je bio da objasne uticaj primenjenih tretmana na
rastenje i razvice, ne samo plodova, vec¢ i vegetativnih organa (korena, stabla i listova),
a koji mogu da doprinesu razumevanju procesa koji se deSavanju u toku izlaganja
biljaka susi. Cilj biohemijskih analiza je bio da se ispitaju hormonska regulacija (na
osnovu akumulacije stres hormona abscisinske kiseline) i enzimska regulacija (na
osnovu aktivnosti enzima peroksidaze Celijskog zida) procesa rastenja celija perikarpa
plodova. Proteomik analize i identifikacija proteina u perikarpu plodova imali su za cilj
da detaljno objasne metaboli¢ke procese koji se desavaju u toku rastenja plodova i pod
dejstvom ispitivanih tretmana. Cilj ovakvog integralnog fizioloskog i biohemijskog
pristupa analizi rastenja plodova, uz analizu rastenja vegetativnih organa i efikasnosti
koriS¢enja vode, je da doprinese razumevanju ne samo procesa koji se deSavaju u
uslovima optimalnog snabdevanja biljaka vodom, ve¢ i DSK 1 RDN efekata na rastenje i
prinos plodova paradajza kao i na njihov kvalitet i nutritivnu vrednost. To bi takode
ukazalo na mogucnosti prakticne primene metoda redukovanog navodnjavanja u
proizvodnji paradajza, posebno u onim uslovima gde suSa i nedostatak vode za
navodnjavanje mogu da ogranice prinos paradajza.

Na osnovu navedenih ciljeva, postavljene su sledece hipoteze:
— Procesi rastenja i sazrevanje plodova paradajza kod ispitivanih biljaka razlikovace se
u zavisnosti od primenjenog tretmana (ON, RDN i DSK), kao i da ¢e efekat RDN biti
mnogo ViSe izrazen nego efekat DSK tretmana.
— U osnovi razlika izmedu efekata DSK i RDN tretmana na plodove paradajza su
razlike u fizioloSkim i biohemijskim procesima, a u kojima klju¢nu ulogu ima stres

hormon abscisinska kiselina (ABA). Zbog toga se 1 o¢ekuje da ¢e se u svim tretmanima
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ispoljiti znacajna razlika izmedu flacca mutanta (deficitarnog u sintezi ABA) i divljeg
tipa (ispitivane sorte paradajza Ailsa Craig).

— Razlike u reakcijama rastenja ispitivanih biljaka kod oba genotipa i pod dejstvom
tretmana ¢e se ispoljiti 1 u usvajanju vode iz supstrata i distribuciji biomase izmedu
ispitivanih organa (korenovi, listovi, plodovi), a to ¢e se zatim odraziti na rastenje,
prinos i efikasnost koris¢enja vode ispitivanih biljaka.

— Efekat suse na rastenje biljaka i plodova paradajza u tretmanu RDN ¢e biti mnogo
viSe izrazen nego u tretmanu DSK i stoga se ocekuje da se DSK tretmanom moze
uStedeti voda za navodnjavanje, a da se pri tome ne umanji prinos paradajza.

— Pretpostavka je da ¢e aktivnost enzima peroksidaze celijskog zida, koncentracija
hormona ABA i proteomik analiza objasniti, sa biohemijskog aspekta, procese koji se
kod ispitivanih biljaka deSavaju u toku rastenja Celija perikarpa plodova, a od kojih

zavisi ne samo veli¢ina plodova ve¢ 1 njihov kvalitet 1 nutritivna vrednost.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Biljni materijal

Za potrebe istrazivanja koris§¢ene su biljke paradajza Lycopersicum esculentum Mill.,
Ailsa Craig — divlji tip i mutant flacca. Flacca je mutant kod koga je poremecena
biosinteza ABA i to u fazi oksidacije ABA aldehida do abscisinske kiseline (ABA).
Zbog toga flacca ima manju koncentraciju ABA u odnosu na Ailsa Craig (Imber i Tal,
1970). Semena paradajza su dobijena od Tomato Genetics Resource Center, Department

of Plant Sciences, University of California, Davis, USA.

4.2. Postavka eksperimenta

Eksperimenti su radeni u toku 2008., 2009., 2010. i 2011. godine u fitotronskoj komori
Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Uslovi u komori za gajenje biljaka
su bili sledeéi: temperatura dan/noé¢ 26/17°C, relativna vlaznost vazduha 609%,
osvetljenost (PAR) 250 pmolm™s™ i duZina fotoperioda od 14".

Seme paradajza je naklijavano u supstratu Postground H (Klasmann-Deilmann,
Germany) u kontejnerima od stiropora (SI. 5). U fazi potpuno razvijenog sedmog lista,
biljke su presadene u posude zapremine 20 | koje su napunjene sa 11 kg supstrata
Postground H. Ove posude su specijalno dizajnirane za potrebe ogleda, postavljanjem
plasti¢ne pregrada po sredini posude dobijena su dva odeljka iste zapremine, koja su

bila medusobno hidrauli¢ki izolovana (SI. 5).

Slika 5. Biljke paradajza u kontejneru od stiropora (levo); Dizajn posude za potrebe

ogleda (desno).
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Prilikom presadivanja, korenovi biljaka paradajza su ravnomerno podeljeni na
dva dela i odstranjen im je glavni koren. Zasadeni su tako da je jedna polovina korena
postavljena u levi, a druga u desni deo pregradene posude. Posle sadnje, sve biljke su
svakodnevno navodnjavane do poljskog vodnog kapaciteta supstrata (6 36%). Vodni
kapacitet, oba odeljka, meren je svakodnevno uz pomo¢ TDR proba. Deset dana nakon
presadivanja, kada su se biljke oporavile i ukorenile, otpocelo se sa tri razlicita tretmana
navodnjavanja, koja su se primenjivala do kraja ogleda.

U toku ogleda primenjena su tri tretmana navodnjavanja (SI. 6):
1. Optimalno navodnjavanje - ON (eng. Full irrigation) kada je kompletan
korenov sistem zalivan do poljskog vodnog kapaciteta supstrata od 36%.

2. Delimi¢no suSenje korenovog sistema - DSK (eng. Partial root-zone
drying) gde je jedna polovina korenovog sistema zalivana do optimalnog vodnog
kapaciteta (36%), dok je druga polovina isuSivana do 18%. Zatim je izvrSena rotacija,
tako da je isuSivana strana u narednom periodu bila zalivana do optimalnog vodnog
kapaciteta, a zalivana strana je isuSivana do 18% vodnog kapaciteta supstrata. Ovakve
naizmeni¢ne rotirajue promene su primenjivane do kraja vegetacionog perioda. U
odnosu na uslove optimalnog navodnjavanja, za navodnjavanu stranu korena koriS¢eno
je oko 70% vode. Strana korena koja nije navodnjavana je ostavljena da se isusi do
zapreminskog sadrzaja vode u supstratu od oko 18%, Sto odgovara koli¢ini vode u RDN
tretmanu.

3. Regulisani deficit navodnjavanja - RDN (eng. Regulated deficit
irrigation) tako S§to je kompletan korenov sistem zalivan do koli¢ine vode u supstratu
od 18%. Ta koli¢ina vode je za oko 50% manja u odnosu na uslove optimalnog
navodnjavanja.

Sadrzaj vlage u zemljistu meren je svakodnevno u 9:00", a potom je supstrat
zalivan po potrebi u zavisnosti od primenjivanog tretmana i izmerene koli¢ine vode u

supstratu.
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4 v

Ailsa Craig Flacca

Slika 6. Postavka eksperimenta u fitotronskoj komori.

4.3. Ispitivani parametri i metode

Za vreme trajanja ogleda obavljena su ispitivanja:
¢ \Vodnog reZima supstrata
e Rastenja 1 razvica biljaka

¢ Biohemijskih reakcija na nivou plodova
4.3.1. Vodni rezim supstrata

Koli¢ina vode u supstratu je merena pomoc¢u aparata TDR (eng. Time domain
reflectometer, TDR100, Campbell Scientific Inc., USA). TDR je uredaj koji sa velikom
precizno$¢u meri vlaznost supstrata pomocu elektromagnetnih pulseva, frekvencije od
600 MHz do 1,2 GHz. TDR probe duZine 20 c¢cm su bile instalirane u oba hidraulicki
nezavisna odeljka, pa je na taj nacin omoguceno pracenje koli¢ine vode u dva odeljka

iste posude (SI. 7).

Slika 7. Uredaj za merenje vlage u supstratu — TDR.
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4.3.2. Rastenje i razviée biljaka

Kao pokazatelji rastenja i razvica biljaka praceni su: visina biljaka, dijametar ploda,

suva i sveZza masa listova, stabla, korena, plodova i broj plodova. Takode, jedanput

nedeljno, su praceni parametri neophodni za odredivanje faze razvica biljaka i to: broj

listova, broj bo¢nih grana, broj cvetnih grana, broj otvorenih cvetova i prec¢nik

plodova. Na osnovu ovih podataka i poredenjem sa standardnom BBCH skalom

(Tab. 1; SI. 8) za familiju Solanaceae (Meier, 2001) pracen je efekat ispitivanih

tretmana na fenofaze razvica paradajza.

Tabela 1. Skala fenoloskih faza za familiju Solanaceae — BBCH (Meier, 2001).

Faza @ Podfaza Objasnjenje faze i podfaze

0 Klijanje

00 Suvo seme

01 Seme pocinje da bubri

03 Bubrenje semena zavrieno

05 Iz semena se pojavljuje korenak

07 Pojavljuje se hipokotil sa kotiledonima iz semenjace

09 Kotiledoni izbijaju na povrSinu zemlje
1 Razvoj listova

10 Kotiledoni potpuno rasireni

11 Prvi pravi list na glavnom stablu neotvoren

12 Drugi list na glavnom stablu neotvoren

13 Tredi list na glavnom stablu neotvoren

14 Cetvrti list na glavnom stablu neotvoren

15 Peti list na glavnom stablu neotvoren

16 Sesti list na glavnom stablu neotvoren

17 Sedmi list na glavnom stablu neotvoren

18 Osmi list na glavnom stablu neotvoren

19 Devet ili vise listova na glavnom stablu neotvoreni
2" Formiranje bo¢nih izdanaka

21 Prva primarna bo¢na grana vidljiva

22 Druga primarna bo¢na grana vidljiva

23 Treca primarna bo¢na grana vidljiva

24 Cetvrta primarna bo¢na grana vidljiva

25 Peta primarna bo¢na grana vidljiva

26 Sesta primarna bo¢na grana vidljiva

27 Sedma primarna bocna grana vidljiva

28 Osma primarna bo¢na grana vidljiva

29 Devet ili viSe primarnih bo¢nih grana vidljivo
5 Pojava cvasti

51 Prva cvast vidljiva (prvi pupoljak ispravljen)

52 Druga cvast vidljiva (prvi pupoljak ispravljen)

53 Treca cvast vidljiva (prvi pupoljak ispravljen)

54 Cetvrta cvast vidljiva (prvi pupoljak ispravljen)

55 Peta cvast vidljiva (prvi pupoljak ispravljen)
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56
57
58
59

61
62
63
64
65
66
67
68
69

71
72
73
74
75
76
77
78
79

81
82
83
84
85
86
87
88
89

93
95
97
99

Sesta cvast vidljiva (prvi pupoljak ispravljen)

Sedma cvast vidljiva (prvi pupoljak ispravljen)

Osma cvast vidljiva (prvi pupoljak ispravljen)

Devet ili viSe cvasti vidljivo

Cvetanje

Prva cvast: pI’Vi cvet otvoren

Druga cvast: prvi cvet otvoren

Treca cvast: prvi cvet otvoren

Cetvrta cvast: prvi cvet otvoren

Peta cvast: prvi cvet otvoren

Sesta cvast: prvi cvet otvoren

Sedma cvast: prvi cvet otvoren

Osma cvast: prvi cvet otvoren

Devet ili viSe cvasti sa otvorenim cvetovima

Razvoj plodova

Prva grana sa plodovima: prvi plod dostigao tipican oblik i veli¢inu
Druga grana sa plodovima: prvi plod dostigao tipi¢an oblik i veli¢inu
Treca grana sa plodovima: prvi plod dostigao tipican oblik i veli¢inu
Cetvrta grana sa plodovima: prvi plod dostigao tipi¢an oblik i veli¢inu
Peta grana sa plodovima: prvi plod dostigao tipi¢an oblik i veli¢inu
Sesta grana sa plodovima: prvi plod dostigao tipi¢an oblik i veli¢inu
Sedma grana sa plodovima: prvi plod dostigao tipi¢an oblik i veli¢inu
Osma grana sa plodovima: prvi plod dostigao tipi¢an oblik i veli¢inu
Deveta grana sa plodovima: prvi plod dostigao tipican oblik i veli¢inu
Zrenje plodova

10% plodova ima boju karakteristi¢nu za zrele plodove

20% plodova ima boju karakteristi¢nu za zrele plodove

30% plodova ima boju karakteristicnu za zrele plodove

40% plodova ima boju karakteristi¢nu za zrele plodove

50% plodova ima boju karakteristicnu za zrele plodove

60% plodova ima boju karakteristi¢énu za zrele plodove

70% plodova ima boju karakteristicnu za zrele plodove

80% plodova ima boju karakteristicnu za zrele plodove

Puna zrelost: Plodovi imaju boju karakteristi¢nu za zrele plodove
Starenje

Pocinje opadanje listova

50% listova otpalo

Biljke mrtve

Zetva

* Kod paradajza sa indeterminantnim rastenjem stabla i samo jednom simpodijalnom

granom na odgovarajucoj osi, formiranje boc¢nih grana se javlja istovremeno sa pojavom

cvasti, pa kodiranje fazom 2 nije neophodno.
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faza O faza 1 faza 6 faza 7
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dani od pocetka setve

Slika 8. Sematski prikaz pojedinih faza razvoja paradajza.

Visina biljaka je merena pomocu lenjira. Na kraju eksperimenta izbrojan je broj
plodova, izmerena je sveza masa listova, stabla, korena i plodova, a zatim je biljni
materijal susen na 80-100°C do konstantne mase. Na oshovu ovih podataka je
izraCunata suva masa listova, stabla, korena i1 plodova. Takode je odreden i odnos suve
mase vegetativnog nadzemnog dela i korena, kao i odnos suve mase plodova i izdanka.
Rastenje plodova je mereno svakodnevno. Precnici plodova su mereni digitalnim
nonijusom (Carl Roth, Germany). Na osnovu precnika plodova nacrtane su krive koje

predstavljaju dinamiku rastenja plodova u toku ispitivanog vremenskog perioda.
4.3.3 Biohemijske analize na nivou plodova

Ova ispitivanja su obuhvatila merenja u perikarpu plodova sadrzaja hormona
abscisinske kiseline (ABA), aktivnosti enzima peroksidaze celijskog zida i proteomik

analizu.

Odredivanje koncentracije abscisinske kiseline (ABA)

U eksperimentima je merena koncentracija hormona abscisinske kiseline (ABA) koji
ima kljuénu ulogu u reakcijama biljaka na suSu. Za odredivanje koncentracije
abscisinske kiseline je koris¢en ELISA test (Asch, 2000). Princip kompetitivhog ELISA
testa zasniva se na imunoloSkoj reakciji visoko specificnog monoklonskog antitela
(MAC 252) sa abscisinskom kiselinom (ABA) (SI. 9). Pri tome ne dolazi do ukrstene
reakcije izmedu antitela sa drugim supstancama u ispitivanom uzorku (Quarrie i sar.,
1988). Zidovi otvora mikrotitar plo¢a oblozeni su abscisinskom kiselinom koja se
takmici sa abscisinskom kiselinom iz uzorka za povezivanje sa limitiranom koli¢inom
primarnog antitela (MAC 252). Koli¢ina primarnog antitela, koja je obrnuto

proporcionalna koli¢ini abscisinske kiseline u uzorku, vezuje se preko abscisinske
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kiseline za zidove otvora. Zatim se dodaje enzimom obeleZeno sekundarno antitelo koje
se specificno povezuje sa primarnim antitelom. Posle imunoloSke reakcije, vrsi se
bojenje dodatakom supstrata (p-nitrofenil fosfata), pri ¢emu se apsorbancija rastvora
ocitava na ELISA ¢itacu na 405 nm. Ova ocitana vrednost obrnuto je proporcionalna
koncentraciji ABA, koja se izra¢unava preko standardne (kalibracione) krive dobijene

merenjem serije standardnih rastvora poznatih koncentracija () ABA.

Antigen (ABA-4’- Antigen iz uzorka *
Prazan zid BSA) i nosad 1 primarno 2"
mikrotitar antigen proteina antitelo ®_ o
ploce mé (MAC 2%2) Y
Anti-migji IgG
sekundarno
antitelo obelezeno Kompleks antigen-
Kompleks antigen- enzimom primarno antitelo-
primarno antitelo :‘ sekundarno
antitelo
Supstrat
(p-nitrofenil Intenzitet obojenja
fosfat) obrnuto proporcionalan
kompleks antigen koli¢ini antigene}
primarno antitelo u uzorku, meren je
sekundarno antitelo- ELISA CitaCem
enzim-supstrat na 405nm

Slika 9. Sematski prikaz ELISA testa (modifikovano prema Asch, 2000).

Ekstrakcija ABA
U toku vegetacionog perioda i na kraju eksperimenta prikupljeni su uzorci za analizu
abscisinske kiseline iz perikarpa plodova. Kod sakupljanih plodova, dinamika promene
sadrZzaja ABA pracena je po fazama razvi¢a ploda, u odnosu na pocetak cvetanja.
Plodovi paradajza su sakupljani: 15., 20., 30., i 45. dana posle antezisa (dpa) i u fazi
bioloSke zrelosti (SI. 10). Posle skidanja perikarpa uzorci su ¢uvani do analize u

zamrzivacu na -80°C.
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15dpa 20dpa 30dpa 40dpa  50dpa 60dpa

Slika 10. Dinamika razvoja ploda.

Neposredno pred analizu izvrSena je ekstrakcija ABA iz biljnog materijala.
Uzorci su samleveni u analitiCkom mlinu (A-11 basic, IKA) uz prisustvo te€nog azota.
Odmereno je 60 pg biljnog tkiva i pom& ano sa 1,5 ml destilovane vode i 2% PVP40.
Uzorci su muékani 16" u mraku, na 4°C (Thermomixer comfort, Eppendorf). Nakon
toga, uzorci su centrifugirani 5 minuta, na 4°C pri brzini od 14000 obr./min (Sigma 2-
16K, Germany), a dobijeni supernatant je koriS¢en za dalju analizu.

Pre analize, testom ukrStene reakcije, potvrdeno je da ekstrakt ne sadrzi

supstance koje reaguju sa antitelom, a da nisu antigeni, tj. abscisinska kiselina.

ELISA test
Procedura ELISA testa se sastoji iz niza koraka. Prvo se otvori mikro-titar ploce oblazu
sa po 200 ul ABA konjugata (ABA-4'-BSA), a zatim se preko noc¢i obavlja inkubacija
na 4°C. Nakon toga, ploca se ispira tri puta puferom 2 (TRIZMA, MgCl i NaCl i BSA —
serumski albumin goveceta rastvoreni u H,O, pH 7,8). Prilikom treéeg ispiranja, pufer 2
se u otvorima ploce inkubira 20' na 37°C, da bi se saturisali neobloZeni delovi sa BSA.
Unapred napravljen raspored za punjenje ploce je sledeci - pipetira se: 100 ul vode za
pozitivnu kontrolu (B+), 100 ul ABA rastvora koncentracije 80000 pg (+x)ABA/100 pl
za negativnu kontrolu (B-), 100 ul svakog standardnog rastvora (4000, 2000, 1000, 500,
2501 125 pg (£)ABA/100ul) i 100 pl uzoraka. Zatim se u svaki otvor otpipetira po 100
ul primarnog antitela (MAC 252). Mikro-titar ploca se konstantno mucka 1', a zatim
inkubira 3" na 4°C, pri ¢emu dolazi do imunoloske reakcije izmedu antigena i antitela.
Nakon toga, ploca se opet ispira puferom 2, a zatim se dodaje 200 pl alkalnom

fosfatazom obelezenog sekundarnog antitela, anti-misijeg 1gG-a, rastvorenog u puferu 1
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(TRIZMA, MgCI i NaCl rastvoreni u H,O, pH 7,8). Ponovnom inkubacijom na 37°C u
trajanju od 1" dolazi do vezivanja sekundarnog antitela za primarno antitelo. Nakon
ispiranja plo¢e puferom 2, u otvore se otpipetira 2001 p -nitrofenil fosfata (supstrat),
rastvoren u natrijum-hidrogen-karbonatnom rastvoru (NaHCOs;, pH 9,6). Supstrat
reaguje sa sekundarnim antitelom pri cemu dolazi do bojenja rastvora. Plo¢a se zatim
inkubira na 37°C sve dok B+ kontrola ne dostigne vrednosti apsorbance bliske 1, sto se
ocitava na 405 nm na ELISA citau (Tecan, Sunrise). Intenzitet obojenja je obrnuto
proporcionalan koli¢ini antigena (ABA).

Za proracun rezultata koriS¢en je program napravljen u Excel-u (www.asch-

online.eu/downloads/hormones/ABA-Standard.xIs)

Odredivanje enzimske aktivnosti peroksidaze

Odredivanje aktivnosti enzima jonski vezane peroksidaze obavljeno je gvajakol-testom
(Chance i Maehly, 1955). Za merenje aktivnosti jonski vezane peroksidaze celijskog
zida koris¢eni su plodovi paradajza u slede¢im fazama razvica: 15., 20., 30. i 45. dana
posle antezisa (dpa) i u fazi bioloske zrelosti. Uzorci egzokarpa su uzimani sa
ekvatorijalnog dela ploda (Thompson i sar., 1998), zamrzavani u te¢nom azotu i

skladiSteni na -80°C do pocetka analize.

Ekstrakcija enzima
Ekstrakcija peroksidaze celijskog zida je uradena tako Sto je 0,5 g egzokarpa ploda
paradajza homogenizovano u zaledenom avanu uz dodatak kvarcnog peska 1 50 mM
fosfatnog pufera pH 7,5 u odnosu 1:10. Homogenat je centrifugiran 5 minuta na 2500
obr/min (Sigma 2-16K, Germany) i supernatant je odbacen. Ovaj postupak je ponovljen
ukupno osam puta. Nakon drugog centrifugiranja, talog je resuspendovan uz dodatak
Triton X-100. Posle poslednjeg centrifugiranja dobijeni talog je resuspendovan u
fosfatnom puferu pH 7,5 uz dodatak 1M NaCl (u odnosu 1:10). Resuspenzija je
inkubirana 60 minuta na ledu, a posle toga je centrifugirana 10 minuta na 10000
obr/min. Supernatant, sakupljen posle centrifugiranja, sadrzao je jonski vezanu frakciju

peroksidaze ¢elijskog zida.
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Merenje aktivnosti enzima
Metoda za odredivanje aktivnosti peroksidaze zasniva se na spektrofotometrijskom
merenju zutog obojenja koje poti¢e od tetragvajakola, koji nastaje kao proizvod reakcije
izmedu gvajakola (H-akceptor) i H,0, (H-donor) pod dejstvom peroksidaze. Posto je
pH 5,5 optimalna vrednost za aktivnost peroksidaze (Bacon i sar., 1997b), pH svih
rastvora koriS¢enih za odredivanje aktivnosti podeSavana je na tu vrednost. Aktivnost
peroksidaze je odredivana po modifikovanoj metodi (Chance i Maehly, 1955). U otvore
mikro-titar plo¢e je odmereno 200 pl fosfatnog pufera sa gvajakolom, 19 pl 20 mM
fosfatnog pufera, pH 5,5, 1 pul uzorka i 40 pl 0.03% H,0,. Mikro-titar plo¢e su zatim
temperirane na 25°C u inkubatoru (Heraeus, Thermo Scientific). Reakcija je trajala 10
minuta od momenta dodavanja H,O, u uzorke, a zatim je merena apsorbanca na ELISA
spektrofotometru (Tecan, Sunrise) na talasnoj duzini od 470 nm.

Za dobijanje strandardne krive (SI. 11) izvrSena je priprema na prethodno opisan
nacin, s tim $to je umesto uzorka koriS¢en rastvor peroksidaze rena (eng. horseradish) sa
aktivnoscu 0.004 IU. Pradena je promena apsorbance na 470 nm, na 25°C, na svaka 2

min. u toku 20 minuta.

30

25 A

20 4

15

Vreme (minuti)

10 4

D T T T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 1.2

Apsorbanca (470nm)

Slika 11. Kalibraciona kriva za odredivanje aktivnosti peroksidaze

iz egzokarpa ploda paradajza.
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Izmerena aktivnost izolovane peroksidaze iz egzokarpa plodova paradajza uz
pomo¢ jednacine krive izraCunata je i izraZzena u horseradish peroksidaza ekvivalentnim

jedinicama (HRPEU) po g sveZze mase uzorka uzetog za analizu:

0.004-y
10min

y =22.38 A +2.05

HRPEU =

Proteomik analiza plodova

Proteomik analiza je imala za cilj da identifikuje i kvantitativno analizira proteine u
plodovima ispitivanih biljaka. Plodovi paradajza, koji su kori$éeni za analizu proteina,
su sakupljani sa prvih pet cvetnih grana svake biljke. Analizirani su plodovi izdvojeni sa
biljaka iz dva tretmana (DSK i ON - kao kontrola), i to u 15. i 30. danu posle antezisa
(dpa). U 15. dpa fazi razvica kod ploda celije paradajza imaju ubrzan porast. Faza 30.
dpa se posmatra kao faza koja prethodi pocetku sazrevanja plodova. Izolovani perikarp,
minimalno od 15 plodova paradajza, je zamrzavan u tecnom azotu i skladisten na -80°C

do pocetka analize.

Ekstrakcija proteina
Za ekstrakciju proteina odmereno je 2,5 g perikarpa paradajza samlevenog u
analitickom mlinu (A-11 basic, IKA), koji je prethodno ohladen u te¢nom azotu. Za
svaki uzorak, radene su po Cetiri nezavisne ekstrakcije (Cetiri ponavljanja). Ekstrakcija
proteina je radena po metodi Mihr i Braun (2003), koju su modifikovali Faurobert i sar.
(2007a). Uzorci su suspendovani u 7,5 ml ekstrakcionog pufera (koji sadrzi 700 mM
saharozu, 500 mM Tris, pH 8, 100 mM KCl, 2% [v/v] B-merkaptoetanol, 2 mM fenil-
metilsulfonil fluorid, pH 8,5) i inkubirani 10 min. na ledu. Potom je dodato 7,5 ml
Tris-saturisanog fenola (pH 7,9) i ostavljeno na muckalici 10 min. na sobnoj
temperaturi. Da bi se odvojila fenolna faza od vodene, tube sa uzorcima su
centrifugirane 15 min. na 4°C, 5525 g (Sigma 4K15C, Germany). Fenolna faza je zatim
ispirana sa 7,5 ml ekstrakcionog pufera (vortex, IKA, Germany), pa centrifugirana (12
min., 4°C, 5525 g). Fenolna faza je pazljivo odvojena i u nju je dodato 5 zapremina

precipitacionog rastvora (0,1 M amonijum acetat rastvoren u metanolu). Nakon ovog
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koraka, uzorak je ostavljen preko no¢i na -20°C kako bi doSlo do taloZenja proteina.
Posle centrifugiranja (15 min., 4°C, 5525g), supernatant je odbacen, a talog ispran 3
puta sa 5 ml rastvora za precipitaciju, a poslednji put acetonom. Posle svakog ispiranja
uzorak je centrifugiran 5 min., na 4°C i 5525 g. Preostala koli¢ina acetona je
odstranjena uparavanjem na sobnoj temperaturi. Talog je zatim resuspendovan u Lysis
puferu (9 M urea, 4% [w/v] CHAPS, 0,5% [v/v] Triton X-100, 20 mM DTT, 1,2% [v/V]
farmalit, pH 3-10) muckanjem 2" na sobnoj temperaturi, a zatim je supernatant, koji

predstavlja proteinski uzorak, paZzljivo sakupljen i do pocetka analize ¢uvan na -20°C.

Merenje koncentracije proteina
Pre pocetka analize izmerena je koncentracija proteina u uzorcima, metodom po
Bratford-u (Ramagli i Rodriguez, 1985). Po protokolu, 10 ul uzorka se pomesa sa 90 ul
miliQ vode (zakiSeljene sa 0,1 N HCI) i 3,5 ml boje (Dye Reagent Concentrate, BioRad
Protein Assay), promucka na vorteksu, pa inkubira 5 min. na sobnoj temperaturi i nakon
toga se na 595 nm ocitavaju vrednosti apsorbance. Za odredivanje koncentracije
proteina u uzorku, pravi se standardna kriva sa poznatim koncentracijama ovalbumina

razblazenim u Lysis puferu (ug/ul).

Analiza 2-D elektroforezom
Tehnika dvodimenzionalne elektroforeze sluzi za razdvajanje proteina iz smeSe na
osnovu dve fizicko-hemijske osobine molekula, i to: naelektrisanja i veli¢ine. U prvoj
dimenziji - izoelektricnom fokusiranju, dolazi do razdvajanja proteina na osnovu
njihove izoelektri¢ne tacke (pl), u prisustvu amfolita koji obezbeduju konstantan pH
gradijent. U drugoj dimenziji - vertikalna elektroforeza, u poliakrilamidnom gelu (SDS-
PAGE) dolazi do razdvajanja proteina na osnovu veli¢ine molekula. Izmedu dve
dimenzije neophodno je sprovesti korak ekvilibracije. ,,immobiline dry strips* gel trake
(stripovi) se inkubiraju nekoliko minuta na sobnoj temperaturi u puferu za ekvilibraciju.
Svrha ekvilibracije je da omoguéi proteinima u gelu da u potpunosti reaguju sa SDS-
om, kako bi pravilno migrirali u drugoj dimenziji.

Sama procedura 2-D elektroforeze se sastojala iz niza koraka. Pre pocetka
izoelektricnog fokusiranja uradena je pasivna rehidratacija stripova. Koris¢eni su 24 cm

dugacki stripovi, pH 4-7 (Amersham Biosciences) na koje je naneto: 500 pg
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resuspendovanih proteina, 9 ul amfolita pH 4-7 i pufer za rehidrataciju (8 M urea, 2%
[w/iv] CHAPS, 0,3% [w/v] DTT, 2% [v/v] farmalit, pH 3-10) do konaéne zapremine 450
pl. Rehidratacija stripova je trajala 16™ Izoelektri¢no fokusiranje je uradeno na aparatu
Multiphor Il (Pharmacia Biotech) (SI. 12) po slede¢em programu: 2" na 150V, 2" na
400V; 2" je rasla voltaza sa 400 do 3500V i 18" na 3500V. Nakon migracije proteina,
stripovi su inkubirani u puferu za ekvilibraciju (6 M urea, 50 mM Tris-HCI, pH 8,8,
30% glicerol, 2% [w/v] SDS sa dodatkom 2% [w/v] DTT u prvom ekvilibracionom
koraku i 2,5% [w/v] jodacetamidom u drugom ekvilibracionom koraku, u trajanju od po
20 min. Druga dimenzija - SDS PAGE je radena na 13% akrilamidnom gelu u kadama
za elektroforezu (Protean plus, Dodeca Cell, Bio-Rad) (Sl. 14) po slede¢em programu:
45 min. na 80V, 15" na 120V. Nakon razdvajanja proteina na osnovu veli¢ine molekula,
gelovi su obojeni (Cetiri gela po uzorku) bojom Coomassie Brilliant Blue G-250

(Neuhoff i sar., 1988).

Slika 12. Aparati za izoelektri¢no fokusiranje (levo) i vertikalnu elektroforezu (desno).

Za poredenje gelova, kako bi se detektovali i kvantifikovali proteini koji se
statistiCki znacajno razlikuju izmedu posmatranih tretmana, faza razvi¢a ploda i

genotipova, koriS¢en je Progenesis SameSpot softver verzija 3.0.

Identifikacija proteina
Prvo je izvrSena selekcija gelova, jer su od ukupno izdvojenih 1679 proteina, 52
proteina pokazala znac¢ajna variranja kako u odnosu na mesto razdvajanja na gelu tako i

po intenzitetu obojenja tacaka izmedu gelova. One tacke koje su sadrZale proteine su
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isedene sa gela i razlozene tripsinom - 5" sa 125 ng tripsina (Promega) rastvorenom u 20
mM amonijum-bikarbonatu i 20% [v/v] metanolu. Dobijeni peptidi su zatim
ekstrahovani 2 puta sa po 30 ul 5% [v/v] triflurositéetne kiseline i 50% [v/v]
acetonitrilom. Fragmenti gela koji su sadrzali peptide su nakon toga suseni u vakuum
centrifugi, a zatim resuspendovani u 15 pul smeSe 0,08% [v/v] triflurosiréetne kiseline,
0,02% [v/v] n-heptafluorobuterne kiselini i 3% [v/v] acetonitrila. Tripsinski peptidi su
dalje analizirani metodom te¢ne hromatografije - masene spektrometrije (LC-MS/MS)
(Faurobert i sar., 2007b).

Metoda tecne hromatografije visokog stepena razdvajanja (HPLC) je radena
pomocu Ultimate LC sistema u kombinaciji sa Famos autosampler-om i Switchos Il
microcolumn switching (Dionex Corp., Sunnyvale, CA, USA). LCQ Deca XP (Thermo
Electron) je koriS¢en za nano-elektro sprej jonizaciju. Peptidni joni su analizirani N-
zavisnom metodom na sledec¢i nacin: (1) MS scan (odnos mase prema naelektrisanju
400-1900), (2) ZoomScan (skan dva glavna jona pri visoj rezoluciji) i (3) MS/MS ova
dva jona (Qz =0,22, aktivaciono vreme 50 ms, energija kolizije 40%). Identifikacija je
uradena pomoc¢u Xtandem softvera. Glavni trazeni parametri su bili izdvojeni primenom
tripsina, 1 to: karboksiamidometilovani cisteinski i oksidovani metionininski ostaci
aminokiselina kao i acetilovani i deamidovani N-termalni delovi proteina. Za ispitivanje
je koris¢ena SGN baza podataka (EST baza podataka db65, verzija 20100114,
ftp://ftp.sgn.cornell.edu/unigene_builds//, 42257 sekvenci), koja je prevedena na Sest
frejmova za Citanje. Identifikacija proteina je smatrana statisticki zna¢ajnom kada je
protein sadrzao najmanje tri razliita peptida, pri ¢emu je pracen i odnos njihove
ukrstene korelacije (Xcorr), u poredjenju sa veli¢inama 1.7, 2.2, i 3.3 za mono-, di-, i
tri-naelektrisanja peptida. Za identifikaciju su minimalno koris¢ena dva razli¢ita
peptida. U slucajevima kada su identifikovane samo dve ili tri MS/MS vrednosti,
slicnost izmedu eksperimentalne 1 teorijske MS/MS vrednosti je bila vizuelno
potvrdena. U nekoliko slu€ajeva, proteini su identifikovani poredenjem sa proteinskim
sekvencama Arabidopsis u okviru baze Information Resource. Anotacija proteina je

izvrSena pomocu Sol Genomics Network (SGN) tomato unigene baze podataka.
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4.4. Statisticka obrada podataka

Za analizu fizioloSkih parametara kori$¢en je statisticki program SigmaPlot (verzija
11.0) koriS¢enjem Studentovog t-testa, sa nivoom znaajnosti manjim od 0.05. Za
potrebe kvantifikacije proteina koris¢en je Progenesis SameSpot softver verzija 3.0, uz
pomo¢ koga je odredena i razlika izmedu proteina na razlicitim gelovima, koriS¢enjem
jednofaktorske analize varijanse (ANOVA) na osnovu podataka normalizovane
zapremine tacaka na gelovima, sa vrednostima p<0.01 1 q < 0.015. Za potrebe poredenja
ispitivanih genotipova, tretmana i faza razvica plodova, uradena je multifaktorijalna
analiza varijanse (ANOVA), sa nivoima znacajnosti od *p<0.01, **p<0.001 1 ***p<
0.0001), u statistickom programu R verzija 2.11.1 (The R Project for Statistical
Computing; http://www.r-project.org/).
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5. REZULTATI

5.1. Fizioloska istraZzivanja
5.1.1. SadrZaj vode u supstratu

Vrednosti dinamike promene sadrzaja vode u supstratu kod genotipa Ailsa Craig i
mutanta flacca prikazane su na Sl. 13. Kod oba genotipa, prose¢an sadrzaj vode
optimalno navodnjavanih (ON) biljaka je iznosio oko 35-36%. U tretmanu regulisanog
deficita navodnjavanja (RDN), sadrzaj vode u toku eksperimenta je odrzavan na 18-
20%, §to predstavlja oko 50% manju koli¢inu vode u supstratu u odnosu na ON biljke.
U tretmanu delimi¢nog isuSivanja korenova (DSK) navodnjavana strana korena je u
proseku dostizala zapreminski sadrzaj vode u supstratu od oko 33-34%, Sto je za oko
10% manje vode u odnosu na optimalni vodni kapacitet. U DSK tretmanu, za
navodnjavanu stranu korena koriS¢eno je oko 70% vode od koli¢ine za ON biljke.
Strana korena koja nije navodnjavana je ostavljena da se isusi do zapreminskog sadrZaja
vode u supstratu od oko 18%, $to odgovara koli¢ini vode u RDN tretmanu.

Analiza proseénog vremena koje je potrebno da se izvrSi zamena strana
navodnjavanja u DSK tretmanu je pokazala da kod Ailsa Craig to vreme je iznosilo oko
8 dana (SI. 13A). Kod mutanta flacca, u proseku, potrebno je bilo 12 dana da se sadrZaj
vode u strani korena koja nije navodnjavana spusti na 18% (SI. 13B). Dinamika ove
promene u toku ispitivanog perioda je pokazala da je u pocetku primene DSK tretmana,
kod oba genotipa, bilo potrebno viSe vremena da se sadrZzaj vode u strani koja nije
navodnjavana smanji na 18% i to kod Ailsa Craig 22 dana, a kod flacca 26 dana. To je
verovatno bila posledica faze razvica u kojoj su se biljke nalazile, jer je u ranijim
fazama razvica biljaka koren bio manje razvijen, a i njihove potrebe za vodom su bile
manje. U kasnijim fazama razvica, ovaj period se skratio, pa je kod Ailsa Craig najkraci
bio izmedu 35. i 70. dana i u proseku trajao 6 dana, dok je kod flacca mutanta period
intenzivnog usvajanja vode bio izmedu 65. 1 85. dana od pocetka primene tretmana i u
proseku je trajao 9 dana. Sporije opadanje sadrzaja vode u zemljiStu na strani korena
koja nije zalivana kod flacca mutanta (SI. 13B), je verovatno bio posledica manjeg

utroska i slabijeg usvajanja vode kod ovih biljaka u odnosu na Ailsa Craig (SI. 13A).
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sadrZaj vode u supstratu (%)

sadrzaj vode u supstratu (%)

vreme (dani)

Slika 13. Sadrzaj vode u supstratu za razli¢ite tretmane (ON, DSK i RDN) u toku
eksperimentalnog perioda kod genotipa Ailsa Craig (A) i flacca mutanta (B).
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5.1.2. Rastenje i razvice biljaka

5.1.2.1. Visina biljaka

Prosecna visina biljaka na kraju ogleda kod Ailsa Craig i mutanta flacca prikazana je na
Sl. 14. Ovi rezultati pokazuju da su kod oba genotipa najvecu visinu imale biljke u
tretmanu ON, zatim u DSK, pa u RDN. Kod genotipa Ailsa Craig prose¢na visina
biljaka u tretmanu je iznosila 185 cm, a u DSK 175 cm, §to je za 5% manje od kontrole
(SI. 14A). Medutim, t-testom nije utvrdena statisticki znacajna razlika u visini biljaka
izmedu tretmana ON i DSK. Prosec¢na visina biljaka u tretmanu RDN je iznosila 144
cm, Sto je za 22% manje u odnosu na ON. Statisticki znacajna razlika je utvrdena
izmedu tretmana ON i RDN (p<0,01), kao i izmedu DSK i RDN (p<0,05).

Kod mutanta flacca vrednosti prose¢ne visine biljaka u ON, DSK i RDN
tretmanima su iznosile 132 cm, 127 cm i 113 cm (Sl. 14B). Biljke u tretmanu DSK su
bile za 4% nize, a u RDN za 14% nize od ON. Statisti¢ki znacajna razlika je utvrdena
izmedu ON i RDN (p<0,05) i DSK i RDN (p<0,05). Izmedu tretmana ON i DSK, t-
testom nije utvrdena statisticki znacajna razlika.

Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrdeno je da su na visinu biljaka
znacajno uticali genotip (p<0,001) i tretman (p<0,001), kao i da se ispoljio efekat

interakcije genotipa i tretmana (p<0,05).

A B
200 A 200 { B ON
B DSK
== [ RDN
150 = 150
5 5 _
a3 9 ==
z 100 4 z 100 -
= >
50 50 +
0 0
tretmani tretmani

Slika 14. Uticaj ispitivanih tretmana (ON, DSK i RDN) na visinu biljaka Ailsa Craig
(A) i flacca mutanta (B).
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5.1.2.2. Biomasa i njena distribucija

U okviru ispitivanja efekata tretmana navodnjavanja na rastenje biljaka pracena je
ukupna biomasa biljaka i njena distribucija po pojedinim vegetativnim organima (koren,
stablo i listovi) i u plodovima.

Rezultati ovih ispitivanja su pokazali, a Sto je 1 za ocekivati, da je ukupna 1 sveza
1 suva masa bila znacajno veca kod Ailsa Craig u odnosu na sveZu i suvu masu kod
flacca biljaka. Ta se razlika ispoljila i u kontroli i u ispitivanim tretmanima (SI. 15 i 17).

Uticaj tretmana navodnjavanja (ON, RDN, DSK) na svezu biomasu u razlicitim
organima (listu, stablu, korenovima i plodu) genotipa Ailsa Craig i mutanta flacca

prikazan je i u Tab. 2. i na Sl. 15.

Tabela 2. Uticaj tretmana ON, DSK i RDN na svezu biomasu kod genotipa Ailsa Craig

i flacca mutanta.

svera masa koren stablo list plod

genotip /tretman (g/biljci) (g/biljci) (g/biljci) (9/plodu)
ON 20,75+2,91 | 276,86+8,09 | 606,76+52,70 | 50,13+2,84
Ailsa Craig DSK 19,98+2,44 | 250,08+16,22 | 575,46+43,87 | 61,84+3,21
RDN 20,03+2,41 | 229,86%9,24 | 578,04+34,25 | 48,16+2,42
ON 14,08+2,35 | 147,20+13,06 | 188,83+35,81 | 18,01+1,68
flacca DSK 16,02+1,80 | 132,73+2,73 | 125,70+26,04 | 16,73+2,68
RDN 10,53+1,02 | 80,27+2,41 82,10+2,85 | 13,66+1,42

Kod genotipa Ailsa Craig razli¢iti tretmani navodnjavanja nisu pokazali
statistiCki znacajan uticaj na svezu masu korena. Najve¢u masu korena imale su biljke u
tretmanu ON (20,75 g), zatim u tretmanu RDN (20,03 g), i to za oko 3,5% manju masu
u odnosu na ON. Biljke u tretmanu DSK (19,98 g) su imale za oko 3,7% manju svezu
masu korena u odnosu na kontrolu. Najveca sveza masa stabla izmerena je kod ON
biljaka (276,86 g), zatim kod DSK (250,08 g, za oko 9,7% manja u odnosu na ON), dok
je kod RDN biljaka sveza masa stabla bila najmanja (229,86 g, za oko 17% manja u
odnosu na tretman ON). Statisticki znacajna razlika kod sveze mase stabla utvrdena je
izmedu tretmana ON i RDN (p<0,01). Uticaj tretmana na sveZu masu listova nije

pokazao statisticki znacajne razlike. Najveca sveza masa listova izmerena je kod biljaka
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u tretmanu ON (606,76 g), zatim u tretmanima RDN (578,04 g, za oko 4,7% manje od
ON biljke) i tretmanu DSK (575,46 g, za oko 5,2% manje u odnosu na ON biljke). Sto
se ti¢e plodova, najvecu prose¢nu masu ploda imale su biljke u tretmanu DSK (61,84 g),
dok su biljke u tretmanu ON (50,13 g) imale za oko 18,9% manju masu, a biljke u
tretmanu RDN (48,16 g, za oko 22,1% manju masu u odnosu na DSK). Statisticki
znacajna razlika utvrdenja je izmedu tretmana ON i DSK (p<0,05), ON i RDN (p<0,01)
i DSK i RDN (p<0,001).

Kod mutanta flacca, najveca sveza masa korena izmerena je kod biljaka u
tretmanu DSK (16,02 g), zatim u tretmanu ON (14,08 g, za oko 12,1% manju) i u
tretmanu RDN (10,53 g, za oko 34,3% manju u odnosu na tretman DSK). Ipak,
statistickom analizom podataka nije utvrdena znacajna razlika kod sveze mase korena,
izmedu posmatranih tretmana. Najvecéa sveza masa Stabla utvrdena je kod biljaka u
tretmanu ON (147,20 g), dok su biljke u tretmanu DSK imale masu od 132,73 g (za oko
9,8% manju), a biljke u tretmanu RDN od 80,27 g (za oko 45,5% manju sveZzu masu
stabla u odnosu na tretman ON). Statisticki znacajna razlika je utvrdena izmedu
tretmana ON i RDN (p<0,001) i DSK i RDN (p<0,01). Najve¢a sveza masa listova
izmerena je kod biljaka u ON tretmanu, (188,83 g), dok su u odnosu na te vrednosti
biljke u tretmanima DSK imale masu od 125,70 g (za oko 33,4% manju), a u RDN od
82,10 g (za oko 56,5% manju svezu masu listova). Analizom podataka utvrdena je
statistiCki znacCajna razlika samo izmedu tretmana ON i RDN (p<0,05). Najveéu masu
plodova imale su biljke u tretmanu ON (18,01 g), zatim u tretmanu DSK 16,73 g (za
oko 7,1% manju), pa u tretmanu RDN 13,66 g (za oko 24,1% manju u odnosu na ON
biljke). Medutim, zbog varijabilnosti rezultata merenja kod mutanta flacca uticaj

tretmana na svezu masu pojedinacnih plodova nije pokazao statisticki znacajne razlike.

49



Poglavlje 5 - REZULTATI
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Slika 15. Uticaj tretmana ON, DSK i RDN svezu biomasu kod genotipa Ailsa Craig (A)
I flacca mutanta (B).

Da bi se bolje analizirala distribucija biomase u ispitivanim organima ona je
predstavljena kao % njihovog ucesca u ukupnoj biomasi ispitivanih biljaka (SI. 16).

Rezultati za Ailsa Craig pokazuju da je distribucija biomase u ukupnoj biomasi
biljaka za uslove kontrole bila sledeca: koren — 0,6%, stablo — 7,5%, list 16,4% i plod —
75,6%. U tretmanu DSK biljke su imale sli¢nu distribuciju biomase: koren — 0,6%,
stablo — 7,2%, list — 16,5% i plod — 75,8%. Tretman RDN ukazivao je na malo
izmenjenu raspodelu asimilata jer je utvrdena neSto veca akumulacija biomase u
vegetativnim organima u odnosu na kontrolne i uslove DSK. U tretmanu RDN
distribucija sveze biomase bila je sledec¢a: koren — 0,8%, stablo - 9,8%, list — 24,6% i
plod — 64,8% (SI. 16A).

Kod flacca biljaka u tretmanu ON distribucija biomase bila je sledeca: koren —
1,6%, stablo — 16,6%, list — 21,3%, plod — 60,5% (SI. 16B). Sli¢ne vrednosti su
dobijene u tretmanu DSK: koren — 2,3%, stablo — 18,8%, list — 17,8%, plod 61,2%, i
nesto izmenjene kod tretmana RDN (koren — 2,1%, stablo — 16%, list — 16,4% i plod
65,5 %).
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Slika 16. Uticaj tretmana ON, DSK i RDN na procentualnu zastupljenost sveZe biomase

u ispitivanim organima kod genotipa Ailsa Craig (A) i flacca mutanta (B).

Kod mutanta flacca jasno je uocen trend povecanja procentualnog ucesca sveze
vegetativne biomase u odnosu na biomasu ploda kod svih tretmana u odnosu na Ailsa
Craig.

Uticaj tretmana navodnjavanja na distribuciju suve biomase kod genotipova
Ailsa Craig i mutanta flacca prikazan je u Tab. 3 i na Sl. 17.

Tabela 3.Uticaj tretmana ON, DSK i RDN na suvu biomasu kod ispitivanih genotipa
Ailsa Craig i flacca mutanta.

suva masa koren stablo list plod
genotip/tretman (g/biljci) (g/biljci) (g/biljci) (g/plodu)
ON 1,92+0,24 | 22,92+1,41 | 60,18%5,25 | 3,47+0,25
Ailsa Craig DSK 1,82+0,25 | 21,04+2,54 | 56,56+4,43 | 3,36%0,20
RDN 1,86+0,23 | 21,06+0,98 | 59,18+5,00 | 2,96+0,14
ON 1,29+0,24 | 15,53+0,87 | 28,53+4,68 | 1,49+0,29
flacca DSK 1,31+0,20 13,77+£0,98 | 21,20+3,52 | 0,95+0,10
RDN 0,90+0,09 8,2040,23 13,83+0,61 | 0,95+0,10

Kod genotipa Ailsa Craig, statistickom analizom podataka utvrdeno je da
tretman nije imao uticaja na suvu masu vegetativnih organa. Tako je suva masa korena
iznosila: u ON tretmanu 1,92 g, u DSK 1,82 g i RDN 1,86 g. Rezultati za suvu masu
stabla su: 22,92 g (ON), 21,04 g (DSK) i 21,06 g (RDN). Za listove vrednosti su: 60,
18 g (ON), 56,56 g (DSK) i 59,18 g RDN. Uticaj tretmana je bio izraZzen samo kod
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plodova. Zna¢ajno smanjenje suve mase U odnosu na ON (3,47 g) i DSK plodove (3,36
g) i to za 14,7% je utvrdeno posle izlaganja biljaka uslovima RDN (2,96 g). Ova razlika
je bila statisticki znacajna (p<0,05).

Kod mutanta flacca tretmani navodnjavanja nisu imali uticaj na suvu masu
korena. Najveca suva masa Stabla izmerena je kod biljaka u uslovima ON (15,5 3g),
zatim DSK (13,77 g, za oko 11,3% manju u odnosu na ON), a najmanja suva masa kada
su bile izlozene RDN postupku (8,20 g, za oko 47,2% manju u odnosu na ON).
StatistiCki znacajna razlika izmedu suve mase stabla utvrdena je izmedu tretmana ON i
RDN, kao i DSK i RDN (p<0,01). Najvecu suvu masu listova imale su biljke u tretmanu
ON (28,53 g), zatim DSK (21,20 g, za oko 25,7% manju), pa u tretmanu RDN 13,83 g
(za oko 51,5% manju). Medutim, statistickom analizom podataka nije utvrdena znacajna
razlika izmedu tretmana na suvu masu listova, najverovatnije zbog velike varijabilnosti
rezultata merenja. Kod pojedina¢nih plodova, najveca suva masa ploda utvrdena je kod
biljka u tretmanu ON (1,49 g), dok je u tretmanima DSK (0,95 g) i RDN (0,95 g) suva
masa bila za oko 36,2% manja od kontrole, pa je utvrdena statisticki znacajna razlika
izmedu tretmana ON i DSK, kao i ON i RDN (p<0,01).
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Slika 17. Uticaj tretmana ON, DSK i RDN suvu masu korena, stabla, listova i plodova

kod genotipa Ailsa Craig (A) i flacca mutanta (B).

Rezultati merenja procentualnog ucesca suve biomase pojedinacnih vegetativnih

organa i plodova u ukupnoj suvoj biomasi biljke prikazani su na Sl. 18.
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Slika 18. Uticaj tretmana ON, DSK i RDN na procentualnu zastupljenost suve biomase

u ispitivanih organima kod genotipa Ailsa Craig (A) i flacca mutanta (B).

Kod genotipa Ailsa Craig, procentualno ucesS¢e suve biomase pojedinacnih
organa imalo je slican trend kod tretmana ON i DSK, dok je kod tretmana RDN bilo
vece procentualno uceScée vegetativnih organa, a manje plodova nego u tretmanima ON
1 DSK. Distribucija suve biomase bila je sledec¢a, kod tretmana ON: koren — 0,8%,
stablo — 9,1%, list — 23,9%, plod — 66,2%; kod tretmana DSK: koren — 0,8%, stablo —
9%, list — 24,2%, plod — 66% i kod tretmana RDN: koren — 1%, stablo — 11,5%, list —
32,4%, plod — 55% (SI. 18A).

Kada se izvr$i poredenje rezultata za Ailsa Craig i flacca uocava se da je kod
mutanta flacca procentualno ucesc¢e suve mase vegetativnih organa u ukupnoj biomasi
biljaka bilo ve¢e u odnosu na rezultate za Ailsa Craig. U tretmanu ON, distribucija suve
mase po organima je bila sledec¢a: koren — 1,5%, stablo — 17,9%, list — 32,8%, plod —
47,8%; u tretmanu DSK: koren — 2,1%, stablo — 21,8%, list — 33,6%, plod — 42,5% i u
tretmanu RDN: koren — 2%, stablo — 18,4%, list — 31%, plod — 48,5% (SI. 18B).

Treba takode istaci da je kod oba genotipa ukupna sveza i suva masa biljaka
bila najveca u tretmanu ON, zatim DSK, pa RDN (SI. 15 i 17). Kod genotipa Ailsa
Craig ovakav trend smanjenja ukupne sveze i suve mase biljaka izmedu posmatranih
tretmana nije zavisio od sveZze i suve mase vegetativnih organa, ve¢ isklju¢ivo od
smanjenja sveze i suve mase plodova. Medutim, kod mutanta flacca na smanjenje sveze
i suve mase biljaka po tretmanima je uticalo progresivno smanjenje mase i vegetativnih

organa, kao i plodova.
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Uticaj tretmana navodnjavanja na odnos suve mase izdanka i korena, kod oba

genotipa, prikazan je u Tab. 4.

Tabela 4. Uticaj tretmana ON, DSK i RDN na odnos suve mase korena i izdanka.

retman enotip | ajisa Craig flacca
ON 44,3242 67 35,02+2,57
DSK 44,48+4,13 26,96x1,63
RDN 45,17+4,58 24,81+£2,21

Kod genotipa Ailsa Craig nije utvrden statisticki znaajan uticaj tretmana
navodnjavanja na preraspodelu asimilata izmedu izdanka i korena. Kod mutanta flacca,
u tretmanu DSK doslo je do smanjenja odnosa izmedu suve mase izdanka i korena za
23%, a u tretman RDN za 29,1% u odnosu na kontrolu. Analizom podataka utvrdeno je
da postoji znacajna razlika samo izmedu tretmana ON i RDN (p<0,05). Ovakav rezultat
ukazuje na to da je kod flacca mutanta RDN imao ve¢i uticaj na rastenje korena nego na
rastenje izdanka.

Dvofaktorijalnom analizom varijanse (ANOVA) utvrdeno je da na odnos suve
mase izdanka i korena uti¢e genotip (p<0,01), dok tretman i interakcija genotipa i
tretmana nije ustanovljena.

Uticaj tretmana navodnjavanja (ON, DSK i RDN) na odnos suve mase plodova i
izdanka kod genotipa Ailsa Craig i mutanta flacca, prikazan je u Tab. 5. Odnos suve
mase plodova i izdanka je pokazatelj koji indirektno ukazuje na to da li je tretman

uticao viSe na rastenje plodova ili izdanka, kao i na kretanje asimilata ka plodovima.

Tabela 5. Uticaj tretmana ON, DSK i RDN na odnos suve mase plodova i izdanka.

retran enotip | - ajisa Craig flacca
ON 2,06+0,05 0,91+0,09
DSK 2,28%0,03 1,04+£0,14
RDN 1,23+0,08 1,04+0,04
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Kod genotipa Ailsa Craig, na kraju eksperimenta, utvrdeno je da je doslo do
redukcije odnosa suve mase plodova i izdanka u tretmanu RDN, za 40,3%, dok je u
tretmanu DSK, do$lo do povecanja odnosa suve mase plodova i izdanka za 10,7%.
StatistiCkom analizom podataka je utvrdena znacajna razlika izmedu tretmana ON i
DSK, ON i RDN, i DSK i RDN, p<0.05, p<0.001 i p<0.01. Ovakav rezultat ukazuje na
to da je tretman RDN znacajno uticao na smanjen transport asimilata od stabla i listova
ka plodovima, dok je u tretmanu DSK doslo do povecanja transporta asimilata ka
plodovima.

Kod flacca mutanta, u tretmanima DSK i RDN, doslo je do poveéanja odnosa
suve mase plodova i izdanka za 14,3%. Ipak, statistickom analizom podataka nije
utvrdeno da postoji uticaj tretmana navodnjavanja na odnos suve mase plodova i
izdanka, Sto ukazuje na to da tretman nije imao uticaja na preraspodelu asimilata izmedu
nadzemnog dela i plodova.

ZnaCajan uticaj na odnos suve mase plodova 1 izdanka imali su genotip

(p<0,001), kao i tretman i interakcija genotipa i tretmana (p<0,01).

5.1.2.3. Fenoloske faze

U toku ogleda je pracen i uticaj ispitivanih tretmana na dinamiku odvijanja fenoloskih
faza u toku razvica biljaka (SI. 19 i Tab. 6). FenoloSke faze su prikazane u formi
fenoloskih kodova.

Sa primenom tretmana DSK i RDN otpocelo se u fazi kada su biljke imale
razvijen 7. list na glavnom stablu (fenoloki kod 17). Taj period se kod oba genotipa
poklapa sa 30. danom od klijanja biljaka (SI. 19 A i B).

Kod genotipa Ailsa Craig, prva cvast na glavhom stablu (fenoloski kod 51) se
pojavila posle 45. dana od klijanja kod tretmana ON, jedan dan kasnije kod DSK, a kod
RDN jos$ 2 dana kasnije. U ovoj fazi nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu
posmatranih tretmana. Treba takode napomenuti da su biljke u tretmanima ON i DSK
prili¢no ujednaceno ulazile u ovu fazu razvica, dok je kod biljaka RDN utvrdena velika

standardna greska, zbog neujednacene pojave prve cvetne grane.
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Slika 19. Uticaj tretmana ON, DSK i RDN na fenoloske faze razvic¢a genotipa Ailsa

Craig (A) i flacca mutanta (B).

Tabela 6. Uticaj ispitivanih tretmana na prose¢no vreme koje prode od klijanja biljaka

do pojave posmatranih fenoloskih faza.

fenoloski kod

genotip/tretman >1 61 & 81
ON 44,83+0,48 | 52,00+0,45 | 107,50+0,62 | 110,67+0,49
Ailsa Craig DSK 46,17+1,19 | 54,17+1,17 | 114,17+1,17 | 118,50+1,17
RDN 48,33+2,39 | 56,00+1,69 | 109,00+1,69 | 119,00+1,69
ON 41,67+0,33 | 58,00+0,68 | 113,00+0,68 | 117,00+0,68
flacca DSK 43,00+0,36 | 58,17+0,79 | 118,17+0,79 | 12,33%0,71
RDN 40,83+0,83 | 57,67+0,56 | 110,67+0,56 | 123,50+0,68
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Pojava prvog otvorenog cveta na prvoj cvetnoj grani (fenoloski kod 61) se kod
tretmana ON ispoljila posle 52 dana od klijanja, kod DSK 2 dana kasnije, a kod RND
jos kasnije (56. dan). T-testom je utvrdena statisti¢ki znacajna razlika samo izmedu ON
I DSK (p<0,05) i ON i RDN (p<0,05). Izmedu biljaka u DSK i RDN tretmanu nije
utvrdena statisticki znacajna razlika, verovatno zbog neujednacenog razvoja RDN
biljaka (SI. 19A, Tab. 6).

Prvi plod na prvoj cvetnoj grani je dostigao svoj tipi¢an oblik i veli¢inu
(fenoloski kod 71), oko 107. dana od pocetka klijanja kod ON, 2 dana kasnije kod RDN,
i jo$ kasnije u tretmanu DSK (114. dan) kod genotipa Ailsa Craig. Statisticki znacajna
razlika u ovoj fazi, utvrdena je izmedu tretmana ON i DSK (p<0,01) i izmedu DSK i
RDN (p<0,05). Plodovi biljaka u tretmanu ON su, kao $to se i ocekivalo, najbrze
sazrevali. Pojava 10% zrelih plodova (fenoloski kod 81) se kod ON biljaka javila oko
111. dana od Klijanja, a nesto kasnije u tretmanima DSK (118. dan) i RDN (119. dan).
Statisticki znacajna razlika kod genotipa Ailsa Craig utvrdena je izmedu ON 1 DSK
(p<0,01) i ON i RDN (p<0,001).

Kod mutanta flacca, prva cvast kod biljaka u tretmanu ON se pojavila oko 42.
dana, kod DSK oko 43. dana, a kod RDN oko 41. dana od klijanja (SI. 19B). Statisti¢ki
znacajna razlika utvrdena je samo izmedu tretmana DSK i RDN (p<0,05). Prvi otvoren
cvet na prvoj cvetnoj grani je uocen oko 58. dana od klijanja biljaka kod svih tretmana
(SI. 19B, Tab. 6).

Statisti¢ki znacajna razlika izmedu posmatranih tretmana je uocena tek u fazi
pojave prvog ploda sa karakteristicnim oblikom i veli¢inom i1 to izmedu ON 1 DSK
(p<0,001), ON i RDN (p<0,05) i DSK i RDN (p<0,01). Prvi plod na prvoj cvetnoj grani
sa karakteristi¢nim oblikom i veli¢inom, se kod mutanta flacca javio oko 111. dana od
klijanja kod biljaka u RDN tretmanu, 113. dana u ON i oko 118. dana u tretmanu DSK.
Pojava 10% zrelih plodova na biljkama prvo je uocena kod biljaka u tretmanu ON oko
117. dana od klijanja. Kod DSK i RDN ova faza se poklapa sa 123. danom od klijanja,
pa se statisti¢ki znacajna razlika javlja samo izmedu tretmana ON i DSK (p<0,001) i
ON i RDN (p<0,001).

Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrdeno ja da na sve posmatrane faze

razvi¢a znacajno utic¢e genotip (p<0,001). U poslednje dve posmatrane faze (fenoloski
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kodovi 71 i 81), pored uticaja genotipa utvrden je i znacajan uticaj tretmana (p<0,001),
dok interakcija genotipa 1 tretmana nije statisticki znacajna.

U Tab. 7 prikazano je proseéno vreme od pojave prve cvasti do sazrevanja 10%
plodova. Kod Ailsa Craig utvrdeno je da se ovo vreme kod DSK i RDN produzava za
oko 8% u odnosu na ON. Kod mutanta flacca, tretman DSK je produzio vreme
sazrevanja plodova za oko 7%, dok je kod tretmana RDN utvrdeno da je ovo vreme

duZe trajalo (za oko 11%).

Tabela 7. Uticaj tretmana na prosecno vreme koje prode od pojave cvasti do sazrevanja
10% plodova.

retiman enotip | - ajisa Craig flacca
ON 66 75
DSK 71 80
RDN 71 83

Kod oba genotipa, uoceno je da je kod DSK tretmana potrebno duze vremena za
pocetak sazrevanja plodova. 1z toga se moze pretpostaviti da primena DSK tretmana
najverovatnije uti¢e na usporeno sazrevanje plodova. Posmatrano na nivou biljke, od
pojave prvog zrelog ploda, do pojave 10% zrelih plodova najveci uticaj je imao tretman
RDN, kod koga ovaj period traje oko 10 dana kod genotipa Ailsa Craig, odnosno 12
dana kod flacca, u odnosu na tretmane ON i RDN kod kojih ovaj period traje 4-5 dana
(SI. 19).
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5.1.2.4. Rastenje plodova

Uticaj tretmana navodnjavanja (ON, DSK, RDN) na rastenje plodova, kod genotipa

Ailsa Craig i1 mutanta flacca, prikazan je na Sl. 20. Za crtanje krive rastenja koriséen je

sigmoidan obrazac Cetvrtog reda regresije.
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Slika 20. Uticaj tretmana ON, DSK i RDN na rastenje plodova kod genotipa Ailsa

Craig (A) i flacca mutanta (B).
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Sigmoidna kriva rastenja moZe da predstavi oba procesa koja su u osnovi
rastenja plodova i to: i deobu i rastenje Celija (prvenstveno izduzivanjem). Medutim,
rezultati sigmoidne krive ukazuju samo na odvijanje i brzinu procesa rastenja celija, jer
nije bilo mogucnosti da se obave merenja u najranijim fazama razvi¢a ploda, a koja su
rezultat umnoZzavanja ¢elija u procesu mitotske deobe.

Kod genotipa Ailsa Craig, u sva tri tretmana intenzivan porast plodova po¢inje
izmedu 7. i 10. dana posle antezisa (dpa). U tretmanu ON, plodovi malo ranije prestaju
sa intenzivnim porastom u odnosu na DSK i RDN. Kod ON biljaka plodovi usporavaju
porast i dostizu svoju kona¢nu veli¢inu izmedu 40. i 50. dpa (oko 49,5 mm), dok se kod
tretmana RDN i DSK intenzivan porast nastavlja do otprilike 50. dpa i oko 60. dpa kada
plodovi dostizu svoju kona¢nu veli¢inu od oko 44,3 i 53,8 mm (SI. 20A).

Kod flacca mutanta, u tretmanima ON i RDN intenzivan porast plodova pocinje
izmedu 7. 1 10. dpa, dok je kod tretmana DSK period intenzivnog porasta plodova
pomeren za oko nedelju dana i poCinje izmedu 15. 1 17. dpa. Usporavanje intenzivnog
rastenja plodova se u tretmanima ON i DSK desava izmedu 40. i 45. dpa i plodovi
dostizu svoju konac¢nu veli¢inu od oko 37,7 i 35,3 mm, a u tretmanu RDN izmedu 30. i

40. dpa, kada je konacna veli¢ina plodova od oko 25,5 mm (SI. 20B).
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5.1.2.5. Dinamika rastenja

Uticaj razli¢itih tretmana navodnjavanja na brzinu rastenja plodova kod genotipa Ail

Sa

Craig i mutanta flacca prikazan je na Sl. 21. Za crtanje krive dinamike rastenja plodova

kori$éena je Gausova, pik kriva, sa Cetiri parametra.
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Slika 21. Uticaj tretmana ON, DSK i RDN na brzinu rastenja plodova kod genotipa
Ailsa Craig (A) i flacca mutanta (B).
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Kod genotipa Ailsa Craig, biljke u tretmanu ON dostigle su maksimalnu brzinu
rastenja plodova 18-og dana od pojave plodova, koja je iznosila 1,7 mm po danu. Kod
tretmana DSK i RDN, biljke su imale najvecu brzinu porasta plodova 21. dana od
formiranja ploda, koja je iznosila 1,4 mm po danu i 1,2 mm po danu. Kod biljaka u
tretmanu ON period intenzivnog rastenja plodova (vise od 1,5 mm po danu), trajao je
oko dve nedelje (od 14. do 28. dana od pojave plodova). Kod DSK biljaka period
intenzivnog rastenja plodova (preko 1,2 mm po danu), trajao je za oko nedelju i po dana
duze u odnosu na tretman ON (od 14. do 38. dana od pojave plodova). Kao posledica
produzenog perioda intenzivnog porasta plodova u DSK tretmanu, u odnosu na ON, na
kraju eksperimenta u DSK tretmanu obrazovali su se plodovi nesto veceg prec¢nika.
Medutim, te razlike u pre¢niku nisu bile statisticki znacajne. U tretmanu RDN, period
intenzivnog rastenja plodova (preko 1 mm po danu), trajao je oko dve nedelje (od 14. do
28. dana od pojave plodova), sli¢no kao kod kontrolnih biljaka. Manja brzina rastenja
plodova kod ovih biljaka je uslovila i da je njihova konacna veliCina bila manja u
odnosu na ON i DSK plodove (SI. 21A).

Kod mutanta flacca, u tretmanima ON i RDN biljke su dostigle maksimalnu
brzinu rastenja plodova 14. dana od formiranja plodova, koja je iznosila 1,3 mm po
danu (ON biljke) i 0,7 mm po danu (RDN biljke). U tretmanu DSK, maksimalna brzina
rastenja biljaka je bila 29. dana od formiranja plodova i iznosila je 1 mm po danu.
Period intenzivnog rastenja plodova, preko 1,1 mm po danu kod tretmana ON trajao je
oko dve nedelje (od 13. do 28. dana od pojave plodova). U tretmanu DSK period
rastenja plodova preko 0,8 mm po danu trajao je od 19. do 38. dana od formiranja
plodova (19 dana). Kod biljaka u tretmanu RDN period maksimalne brzine rastenja
plodova traje znatno kra¢e u odnosu na ON biljke i biljke u tretmanu DSK. U tretmanu
RDN biljke rastu preko 0,7 mm po danu od 12. do 24. dana (12 dana). Kao rezultat
kra¢eg perioda rastenja plodova u tretmanu RDN biljke na kraju eksperimenta imaju

manje pre¢nike plodova u odnosu na one u tretmanima ON i DSK (SI. 21B).
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5.1.2.6. Biomasa plodova

Uticaj posmatranih tretmana navodnjavanja (ON, DSK, RDN) na konacan broj, pre¢nik,
svezu 1 suvu masu plodova i efikasnost koriS¢enja vode, kod genotipa Ailsa Craig i

mutanta flacca, prikazan je u Tab. 8.

Tabela 8. Uticaj tretmana ON, DSK i RDN na ispitivane parametre plodova kod
genotipa Ailsa Craig i mutanta flacca

broj pre¢nik sveza masa suva masa WUE
plodova/biljci | plodova/biljci | plodova/biljci | plodova/biljci (g sveze
genotip/tretman (9) (cm) (9) (9) mase/l)

ON 43,33+2,01 49,50+0,79 | 2180,46+111,17 | 149,37+11,02 | 1,75%0,07

Ailsa Craig DSK 34,33+1,71 53,78+1,42 | 2129,96+128,71 | 125,56+6,72 | 2,96+0,24

RDN 32,67+1,23 44,33+2,90 1523,99+93,06 | 100,26+3,70 | 3,04+0,23

ON 30,17+1,51 37,73+1,54 521,57+46,14 41,59+7,71 0,77+0,04

flacca DSK 25,00£1,15 35,29+0,73 429,98+78,05 26,81+3,68 0,91+0,09

RDN 24,00+1,98 25,50+0,99 328,32+32,88 21,63+1,87 1,10+0,07

Kod genotipa Ailsa Craig, broj plodova po biljci je bio znatno manji kod
tretmana DSK i RDN u odnosu na biljke u tretmanu ON. U tretmanu DSK njihov broj
je opao za 20,7%, a u tretmanu RDN za 24,6%. Statistickom analizom podataka
utvrdena je znacajna razlika izmedu tretmana ON i DSK (p<0,01) i ON i RDN
(p<0,001), dok izmedu tretmana ON i DSK nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika.

Sli¢an trend se javio i kod mutanta flacca. U tretmanu DSK broj plodova po
biljci je bio manji za 17,1%, a u tretmanu RDN za 20,4% u odnosu na uslove kontrole.
Statisti¢ki znacajna razlika utvrdena je izmedu tretmana ON i DSK i tretmana ON i
RDN (p<0,05). Dvofaktorijalnom analizom varijanse (ANOVA), doslo se do zakljucka
da na broj plodova po biljci znacajno uticu tretman i genotip (p<0,001), dok interakcija
tretmana i1 genotipa nije statisticki znacajna.

Tretmani navodnjavanja (ON, DSK, RDN) su imali razliite uticaje na precnike
plodova kod posmatranih genotipova. Kod Ailsa Craig, u tretmanu DSK, na kraju
eksperimenta, doslo je do povecanja pre¢nika plodova za 8,6% u odnosu na ON biljke.
U tretmanu RDN precnik plodova se smanjio za 10,2%. Statisticki znacajna razlika kod

posmatranih pre¢nika plodova ustanovljena je izmedu tretmana ON i DSK (p<0,05),
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ON i RDN (p<0,05) i DSK i RDN (p<0,01). Kod mutanta flacca, na kraju eksperimenta,
utvrdeno je smanjenje prec¢nika plodova i to u tretmanu DSK za 6,5% 1 tretmanu RDN
za 32,4%. Statisticki znacajna razlika utvrdena je izmedu tretmana ON i RDN, kao i
DSK i RDN (p<0,001), dok izmedu ON i DSK nisu nadene znacajne razlike u veli¢ini
plodova na kraju eksperimenta. ANOVA testom, doslo se do zakljucka da na konacan
preénik plodova zna¢ajan uticaj imaju i tretman navodnjavanja i genotip (p<0,001), dok
interakcija genotipa i tretmana nije statisticki znacajna.

Analizom uticaja tretmana navodnjavanja na prinos biljaka (svezu masu) kod
genotipa Ailsa Craig, utvrdeno je da tretman DSK nije statisticki znacajno uticao na
smanjenje prinosa. Ipak, u tretmanu DSK doslo je do smanjenja prinosa za 2,3% u
odnosu na ON biljke. U tretmanu RDN, redukcija prinosa je bila znatno veca i iznosila
je 30,1%. Statisticki znacajna razlika utvrdena je izmedu tretmana ON i RDN (p<0,001)
i DSK i RDN (p<0,01). Kod mutanta flacca doslo je do smanjenja prinosa u tretmanu
DSK za 17,6%, ali je verovatno da zbog vece standardne greSke nije utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu tretmana ON 1 DSK. U tretmanu RDN doslo je do smanjenja
prinosa za 37% u odnosu na ON. Statisti¢ki znacajna razlika se ispoljila samo izmedu
tretmana ON i RDN (p<0,01). Dvofaktorijalnom analizom varijanse ustanovljeno je da
na prinos uti¢u genotip, tretman, kao i interakcija genotipa i tretmana (p<0,001).

Na suvu masu plodova po biljci, kod oba genotipa znacajan uticaj je imao
tretman RDN. Kod genotipa Ailsa Craig u tretmanu DSK doslo je do redukcije suve
mase plodova za 15,9%, a kod RDN za 32,9% u odnosu na ON. StatisticCkom analizom
podataka doslo se do zakljucka da veoma znacajna razlika postoji izmedu tretmana ON i
RDN i DSK i RDN (p<0,001), dok izmedu tretmana ON i DSK nije utvrdena statisticki
znacajna razlika. Kod mutanta flacca, doslo je do redukcije suve mase plodova za
35,5% u tretmanu DSK i 48% u tretmanu RDN. Statisticki znacajna razlika postoji
izmedu tretmana ON i RDN, kao i DSK i RDN (p<0,01). ANOVA testom utvrdeno je
da na suvu masu plodova po biljci uti€u genotip, tretman i interakcija genotipa i
tretmana (p<0,001).

Koli¢ina utro$ene vode za zalivanje biljaka u toku trajanja ogleda bila je razlicita
kod posmatranih genotipova. ViSe vode u svim tretmanima utroSeno je za zalivanje
genotipa Ailsa Craig, u odnosu na mutant flacca. Kod oba genotipa, najvise vode

koris¢eno je u tretmanu ON, zatim u tretmanu DSK, pa RDN. Kod genotipa Ailsa Craig
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za tretman ON utroSeno je 28,5 | vode, u tretmanu DSK 21 | vode (za 26,3% manje u
odnosu na ON) i u tretmanu RDN 14,5 | vode (za 49,1% manje nego u tretmanu ON).
Kod mutanta flacca, u tretmanu ON utroeno je 18 | vode, u tretmanu DSK 14 | vode
(22,2% manje) i u tretmanu RDN 11,5 | (36,1% manje u odnosu na ON).

Razlike u koli¢ini utrosene vode za zalivanje i ostvarenom prinosu su uslovile da
je kod Ailsa Craig, efikasnost kori§¢enja vode (eng. water use efficiency — WUE) bila
najmanja u tretmanu ON, dok je u tretmanima DSK i RDN bila znatno veca (za 69,1% i
za 73,7%). Statistickom analizom podataka (t-testom) utvrdeno je da postoji veoma
znacajna razlika izmedu tretmana ON i DSK (p<0,001) i tretman ON i RDN (p<0,01),
dok izmedu tretmana DSK i RDN nije utvrdena statisticki znacajna razlika. Kod flacca
mutanta u tretmanima DSK 1 RDN takode je doSlo do povecanja efikasnosti koriS¢enja
vode za 18,2% 1 42,9%. Znacajna razlika utvrdena je samo izmedu tretmana ON i RDN
(p<0,01), dok izmedu ON i DSK, kao i DSK i RDN nije utvrdena statisticki znacajna
razlika. Verovatno je uzrok tome bila znacajna varijabilnost rezultata merenja
ispitivanih parametara. Dvofaktorijalnom analizom varijanse doslo se do zakljucka da
na WUE znacajan uticaj imaju tretman i genotip (p<0,001), dok interakcija tretmana i

genotipa nema statisticku znacajnost.

5.2. Biohemijske analize na nivou plodova

Biohemijska analiza rastenja plodova je od znacaja za razumevanje njihovog rastenja 1
sazrevanja. Ona je uradena na osnovu slede¢ih merenja u tretmanima ON, DSK i RDN:
sadrzaja ABA u perikarpu plodova i aktivnosti enzima peroksidaze u zidovima celija
egzokarpa plodova. Proteomik analiza perikarpa plodova obavljena je za tretmane ON i
DSK.

5.2.1. Sadrzaj ABA u plodovima

Uticaj tretmana navodnjavanja (ON, DSK, RDN) na sadrZaj ABA u perikarpu plodova
paradajza genotipa Ailsa Craig i mutanta flacca prikazani su na SI. 22 i u Tab. 9.
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Slika 22. Uticaj tretmana ON, DSK i RDN na sadrzaj ABA u perikarpu ploda paradajza
genotipa Ailsa Craig (A) i flacca mutanta (B).

Uzorci plodova uzimani su u razli¢itim fazama razvoja plodova: 15. i 20. dana
posle antezisa (dpa) — u fazi intenzivnog rastenja Celija i ubrzanog povecéanja zapremine
¢elija, 30. dpa — u fazi pocetka sazrevanja plodova, 45. dpa — faza kada pocinje

akumulacija karotenoida u plodovima i 60. dpa — u fazi zrelih plodova.
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Tabela 9. Vrednosti ABA u plodovima (ng/g sveze mase) pod uticajem tretmana ON,

DSK i RDN kod genotipa Ailsa Craig i mutanta flacca.

Jen/oat dpa 15 20 30 45 60
ON | 318,83£28,46 | 194,10£30,61 | 86,82+8,54 | 55,56+10,23 | 426,94+20,20
ér'fl; DSK | 274,24+24,54 | 18550+17,42 | 59,82+12,48 | 38,76+1,85 | 443,05+15,72
RDN | 413,34+31,11 | 335,67+19,99 | 93,64+7,80 | 39,35+13,13 | 426,39+13,88
ON | 168,37+15,67 | 91,04+8.80 | 4855+11,41 | 21,48+4,13 | 70,64+12,47
flacca | DSK | 124,85¢8,16 | 90,69+9,71 | 58,87+14,00 | 27,48+9,05 | 44,18+12,72
RDN | 136,13+7,06 | 126,63+15,82 | 82,56+22,24 | 41,563,339 | 97,87+12,35

Kod genotipa Ailsa Craig sadrzaj ABA u perikarpu plodova paradajza gajenih u
optimalnim uslovima navodnjavanja je imao trend smanjenja koli¢ine od 318,83 ng/g
sveze mase (faza 15. dpa) do 55,56 ng/g sveZze mase (faza 45. dpa) da bi potom nastavio
da raste dostizu¢i maksimalne vrednosti od 426,94 ng/g sveze mase (faza 60. dpa).
Sli¢na dinamika, ali znatno sporija i sa manjom promenom, se ispoljila i u plodovima
biljaka izlozenih DSK tretmanu. Razlike u ispitivanim fazama nisu bile statisticki
znacajne. Rezultati za RDN tretman su pokazali da su vrednosti ABA u pocetnim
fazama merenja (15. i 20. dpa) bile znacajno vece (oko 40 i 70%) od vrednosti
izmerenih u ON i DSK uslovima. Te su razlike bile statisticki znacajne u ovim fazama
(za 15. dpa, p<0.05 i za 20. dpa od p<0.05 i p<0.01). Merenja ABA u kasnijim fazama
razvica plodova RDN biljaka nisu pokazala statisticki znacajne razlike u odnosu na
odgovarajuca merenja kod ON 1 DSK biljaka.

U plodovima mutanta flacca dinamika promene sadrzaja ABA po fazama
razviéa ploda i u ispitivanim tretmanima je pokazala slican trend kao i kod plodova
Ailsa Craig biljaka. Vrednosti ABA se smanjuju od 15. dpa faze kada izmerene
vrednosti iznose 168,37 ng/g sveZze mase (ON biljke), 124,85 ng/g sveze mase (DSK
biljke) i 136,13 ng/g sveze mase (RDN biljke) do faze 45. dpa (ON - 21,48 ng/g sveze
mase, DSK - 27,48 ng/g sveze mase i RDN - 41,56 ng/g sveze mase) i potom opet rastu
u 60. dpa fazi (ON - 70,64 ng/g sveze mase, DSK - 44,18 ng/g sveZze mase i RDN -
97,87 ng/g sveze mase). Statisticki znacajne razlike su utvrdene u fazi 45. dpa
(ON/RDN, p<0.05) i 60. dpa fazi (DSK/RDN, p<0.05).
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Na Sl. 23 i 24 predstavljeni su uporedo rezultati akumulacije ABA i krive
rastenja plodova Ailsa Craig i flacca mutanta u razli¢itim fazama i pod dejstvom
ispitivanih tretmana. Ovi rezultati pokazuju da koli¢ina ABA opada u periodu koji
odgovara intenzivnom rastenju plodova u sva 3 tretmana. Posle 45. dpa, kada plodovi
prestaju sa rastom, kolicina ABA u plodovima se naglo povecava u oba genotipa i u
svim tretmanima i dostiZe svoj maksimalni pik u fazi 60. dpa.

Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrdeno je da u pocetnim fazama razvica
plodova na sadrzaj ABA u perikarpu plodova paradajza znacajan uticaj imaju tretman
(15. dpa - p<0.01, 20. dpa - p<0.001) i genotip (p<0,001), kao i interakcija tretmana i
genotipa (p<0,05). U fazama 30. i 45. dpa, tretman, genotip i interakcija ova dva faktora
nemaju statisti¢ki znacajan uticaj na sadrzaj ABA u plodovima. U fazi 60. dpa, utvrdeno

je da na sadrzaj ABA u perikarpu plodova znacajan uticaj ima samo genotip (p<0,01).
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Slika 23. SadrZaj ABA u plodovima i dinamika rastenja plodova kod genotipa Ailsa
Craig u tretmanima ON (A), DSK (B) i RDN (C).
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Slika 24. Sadrzaj ABA u plodovima i dinamika rastenja plodova kod flacca mutanta u

tretmanima ON (D), DSK (E) i RDN (F).
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5.2.2. Aktivnost peroksidaze u razli¢itim fazama razviéa plodova

Biohemijska analiza razvica plodova obuhvatila je i merenje enzima peroksidaze u
¢elijama egzokarpa plodova. Merena je aktivnost jonski vezane peroksidaze ¢elijskog

zida.
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Slika 25. Uticaj tretmana ON, DSK i RDN na aktivnost peroksidaze u egzokarpu ploda
paradajza kod Ailsa Craig (A) i flacca (B).

71



Poglavlje 5 - REZULTATI

Uticaj razlicitih tretmana navodnjavanja na aktivnost jonski vezane peroksidaze
¢elijskog zida iz egzokarpa plodova paradajza, u razliCitim fazama razvoja plodova

genotipa Ailsa Craig i mutanta flacca prikazani su na Sl. 25 i u Tab. 10.

Tabela 10. Vrednosti aktivnosti peroksidaze (HRPEU/g sveze mase) u egzokarpu
plodova pod uticajem tretmana ON, DSK i RDN kod genotipa Ailsa Craig i mutanta

flacca.
dpa 15 20 30 45 60
gen./tret.
ON | 048+0,07 0624006 | 2364013 | 696066 | 3,14+029
ér':jg DSK | 0,40+0,02 0,80+0,11 | 1524006 | 438+019 | 5274029

RDN 0,91+0,10 0,41+0,05 2,54+0,22 4,08+0,60 3,59+0,41

ON 0,37+0,03 0,31+0,03 0,96+0,29 1,63+0,43 1,26+0,20
flacca | DSK 0,28+0,08 0,25+0,07 0,62+0,07 1,24+0,06 2,17+0,03
RDN 0,39+0,09 0,70+0,11 0,89+0,10 1,36+0,11 1,57+0,19

U egzokarpu plodova Ailsa Craig u svim tretmanima je utvrden trend da
aktivnost enzima progresivno raste sa fazama razvi¢a ploda. Taj trend je posebno
izrazen u periodu izmedu faze 20. dpa i 45. dpa. Ovi rezultati su pokazali da je kod
optimalno zalivanih biljaka aktivnost enzima rasla od 0,48 HRPEU/g sveZze mase
(izmerena posle 15. dpa) do najvecée aktivnosti od 6,96 HRPEU/g sveZze mase (izmerena
u 45. dpa). Odstupanja od ovog trenda su bila u poslednjoj fazi 60. dpa (smanjenje u
odnosu na 45. dpa). Sli¢an trend je zabeleZen i u plodovima RDN biljaka, ali sa padom
u aktivnosti enzima i izmedu 15. 1 20. dpa. U plodovima DSK biljaka aktivnost enzima
je kontinuirano rasla u toku ispitivanih faza u razvi¢u plodova. Maksimalne vrednosti
aktivnosti peroksidaze (izmerene u toku 45. dpa) su bile znacajno manje u egzokarpu
plodova RDN biljaka (4,08 HRPEU/g sveZze mase) u odnosu na maksimalne vrednosti
izmerene u plodovima ON (6,96 HRPEU/g sveZze mase) i DSK biljaka (5,27 HRPEU/g
sveze mase).

Poredenja izmedu tretmana pokazuju da su se statisti¢ki znacajne razlike izmedu
tretmana ispoljile u slede¢im fazama: 15. dpa (ON/RDN, p<0.05; DSK/RDN, p<0.01),
20. dpa (izmedu DSK/RDN, p<0.05), 30 dpa (ON/DSK, p<0.01), 45. dpa (ON/DSK,
p<0.01 i ON/RDN, p<0.05) i u toku 60. dpa (ON/DSK, p<0.01 i DSK/RDN, p<0.05).
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U plodovima optimalno zalivanih mutanata flacca trend porasta aktivnosti
peroksidaze od 0,37 HRPEU/g sveze mase (u pocetnom periodu) do maksimalne
aktivnosti od 1,63 HRPEU/g sveZze mase (posle 45. dpa) je slican trendu promene
aktivnosti kod ON i RDN biljaka genotipa Ailsa Craig. Promene aktivnosti enzima u
plodovima DSK i RDN biljaka uglavnom prate rastué¢i trend sa maksimalnim
vrednostima aktivnosti izmerenim na kraju ispitivanog perioda (2,17 i 1,57 HRPEU/g
sveze mase).

Statisticka analiza efekata tretmana je pokazala da su se izmedu tretmana u
ispitivanom periodu ispoljile manje razlike u poredenju sa plodovima Ailsa Craig.
Statisticki znac¢ajne razlike (p<0,05) su se ispoljile samo u toku faze 60. dpa i to izmedu
tretmana ON (1,26 HRPEU/g sveze mase) i DSK (2,17 HRPEU/g sveZe mase).

Dvofaktorijalnom analizom varijanse (ANOVA), utvrdeno je da u fazi 15. dpa
na aktivnost peroksidaze u egzokarpu plodova paradajza statisticki znacajan uticaj imaju
tretman (p<0,05) i genotip (p<0,01), a u 20. dpa znac¢ajan uticaj imaju genotip (p<0,01) i
interakcija genotipa i tretmana (p<0,001), dok uticaj tretmana nema statisticku
zna€ajnost. Ovakav rezultat je najverovatnije posledica neravnomerne brzine rastenja
plodova u ispitivanim tretmanima. U 30., 45. i 60. dpa na aktivnost peroksidaze
znacCajan uticaj imaju tretman i genotip (p<0,001), dok interakcija ova dva faktora nema
statisticki znacajan uticaj na aktivnost peroksidaze ¢elijskog zida iz egzokarpa plodova.

Da bi se objasnila moguca uloga peroksidaze u rastenju ¢elija plodova obavljena
su uporedna ispitivanja aktivnosti ovog enzima i krive rastenja plodova. Kod genotipa
Ailsa Craig, u tretmanu ON, maksimalna brzina rastenja zabeleZena je 18. dpa. Posle
tog perioda i aktivnost peroksidaze u egzokarpu plodova poc€inje naglo da se povecava i
raste do 30. dpa, kada se usporava intenzivno rastenje plodova. U tretmanu DSK,
aktivnost peroksidaze pocinje da raste posle 20. dpa i do kraja trajanja ogleda
konstantno raste, a najveca promena u aktivnosti je zabelezena izmedu 30. 1 45. dpa. U
tretmanu DSK se tek oko 38. dpa usporava intenzivno rastenje plodova, $to se poklapa
sa najve¢om promenom u aktivnosti peroksidaze iz egzokarpa plodova. U tretmanu
RDN aktivnost peroksidaze se naglo povecava posle 20. dpa i raste do 30. dpa, Sto se
takode poklapa sa prestankom intenzivnog rastenja i pocetka sazrevanja plodova (Sl.
26).
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Kod optimalno zalivanih mutanata flacca (SI. 27) aktivnost peroksidaze pocinje
da raste posle 20. dpa i nagli skok u aktivnosti peroksidaze traje do 30. dpa, Sto se
poklapa sa prestankom intenzivnog rastenja plodova. U tretmanu DSK, intenzivan
porast u aktivnosti peroksidaze deSava se u periodu oko 30. dpa, Sto je u skladu sa
prestankom intenzivnog porasta plodova, jer je u ovom tretmanu maksimalna brzina
rastenja plodova izmerena 29. dpa i traje do 38. dpa. U tretmanu RDN, aktivnost
peroksidaze postepeno raste od 15. dpa i ovaj porast traje do kraja ogleda.

Najveci porast aktivnosti peroksidaze u svim tretmanima dogada se izmedu faze
pocetka sazrevanja plodova i1 akumulacije karotenoida u plodovima, kada se
maksimalno usporava rastenje plodova. Kod genotipa Ailsa Craig, u tretmanu ON, to je
period izmedu 30. i1 45. dpa, kada je izmerena i1 najveéa aktivnost peroksidaze, a zatim
sa sazrevanjem plodova njena aktivnost naglo opada. U tretmanu DSK, period
intenzivnog porasta aktivnosti peroksidaze traje do 60. dpa, ali je u tretmanu DSK
produZen period intenzivnog rastenja plodova, pa samim tim i period pocetka sazrevanja
plodova se javlja kasnije. U tretmanu RDN sli¢an je trend kao i kod kontrole. Period
intenzivnog porasta aktivnosti peroksidaze traje od 30. do 45. dpa, kada je zabelezena
maksimalna aktivnost, a zatim do 60. dpa njena aktivnost naglo opada.

Kod mutanta flacca, u tretmanu ON aktivnost peroksidaze raste do 45. dpa, kada
dostiZze svoj maksimum, a zatim opada do 60. dpa. U tretmanu DSK i RDN aktivnost

peroksidaze postepeno je rasla i svoj maksimum dostigla u 60. dpa.
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Slika 26. Aktivnost peroksidaze i kriva rastenja plodova kod genotipa Ailsa Craig u
tretmanima ON (A), DSK (B) i RDN (C).
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Slika 27. Aktivnosti peroksidaze i kriva rastenja plodova kod flacca mutanta u
tretmanima ON (D), DSK (E) i RDN (F).
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5.2.3. Sadrzaj ABA i aktivnosti peroksidaze u razlif¢itim fazama razvic¢a

plodova paradajza

Da bi se bliZe objasnila eventualna interakcija ABA i enzima na istom grafiku su
predstavljeni rezultati aktivnosti enzima peroksidaze i akumulacija ABA u plodovima
ispitivanih biljaka (SI. 28 i 29).
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Slika 28. Aktivnost enzima peroksidaze i koli¢ina ABA u plodovima genotipa Ailsa
Craig u tretmanima ON (A), DSK (B) i RDN (C).
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Na Sl. 28 prikazan je odnos sadrzaja ABA u perikarpu plodova i aktivnosti
peroksidaze ¢elijskog zida kod genotipa Ailsa Craig po primenjenim tretmanima. U
svim tretmanima, u fazi intenzivnog rastenja plodova koli¢ina ABA je velika i krece se
izmedu 300 1 450 ng/g sveZze mase ploda, dok je aktivnost peroksidaze minimalna. U
kasnijim fazama, kako plodovi zavrSavaju intenzivan porast i pocinje sazrevanje
plodova, koli¢ina ABA se smanjuje i svoj minimum dostiZze oko 45. dpa u periodu kada
zapocinje proces sinteze karotenoida u plodovima. Za to vreme, aktivnost peroksidaze
se povecava i u tretmanima ON i RDN u fazi 45. dpa dostize svoju maksimalnu
aktivnost, koja kod tretmana ON iznosi oko 7,5 HRPEU/g sveze mase, a u tretmanu
RDN oko 4 HRPEU/g sveze mase. U tretmanu DSK aktivnost peroksidaze tokom celog
procesa rastenja i razvica plodova ima postepeni porast. Posle 45. dpa u svim
primenjenim tretmanima pocinje nakupljanje ABA u plodovima paradajza, a
maksimalna koli¢ina ABA je izmerena 60 dpa kada je u svim tretmanima zavrSeno
rastenje plodova. Posle 45. dpa, aktivnost peroksidaze u tretmanima ON i RDN naglo
opada.

Na Sl. 29 prikazan je odnos sadrzaja ABA i aktivnosti peroksidaze u plodovima
flacca mutanta. Sadrzaj ABA u svim tretmanima bio je najveéi u pocetnim fazama
razvoja plodova i u 15. dpa kreée se izmedu 120 i 170 ng/g sveze mase ploda. U tom
periodu aktivnost peroksidaze je najmanja u svim tretmanima. Sa rastenjem i razvicem
plodova, aktivnost peroksidaze u tretmanu ON postepeno raste i 45. dpa dostize svoj
maksimum, nakon ¢ega njegova aktivnost opada, dok koli¢ina ABA u perikarpu
plodova postepeno opada do 45. dpa, a zatim je izmeren blagi porast u 60. dpa. U
tretmanu DSK, aktivnost peroksidaze raste do 60. dpa, dok sadrZzaj ABA opada do 45.
dpa posle Cega je zabelezen veoma mali porast u 60. dpa. U tretmanu RDN koli¢ina
ABA opada do 45. dpa, nakon ¢ega je zabelezen blagi porast u 60. dpa, dok se aktivnost

peroksidaze postepeno povecava za sve vreme rastenja i razvica plodova.
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Slika 29. Aktivnost enzima peroksidaze i koli¢ina ABA u plodovima flacca mutanta u
tretmanima ON (D), DSK (E) i RDN (F).
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5.2.4. Proteomik analiza

Proteomik analiza je imala za cilj da ukaze na metabolicke promene koje su se desile u
plodovima u tretmanu ON 1 DSK. Kod analize proteina izvrSeno je poredenje:

o faze razvica perikarpa plodova u okviru jednog genotipa (15. i 30. dpa);

e 30. dpa faze razvi¢a plodova dva genotipa (Ailsa Craig i flacca) i

e cfekata tretmana u oba slucaja.

Ukupno je izdvojeno 1679 proteinskih tac¢aka iz perikarpa ploda paradajza (SI.
30). Kod 52 proteinske tacke utvrdena je statisticki znacajna razlika u koli¢inama i
poloZzaju koji one zauzimaju na gelu. Ove tacke su ise¢ene sa gela i koriS¢ene za dalje
analize masenom spekrometrijom i za identifikaciju. Ukupno su identifikovana 46
proteina iz 52 taCke. Za identifikaciju je koriS¢ena SGN baza podataka. Za preostalih 11
tacaka, nije bila moguca identifikacija na osnovu postoje¢e baze podataka. Pored toga,
dve tacke su pokazale razli¢ite modele ekspresije (obe i poveéanu i smanjenu) iako je
njihovom identifikacijom utvrdeno da je u pitanju isti protein (enolaza), pa su zbog toga
one obelezene razli¢itim brojevima, kao tacka 9 i tacka 33 (Tab. 11).

Identifikovani proteini su svrstani u osam funkcionalnih grupa kako bi se
obezbedilo lakse poredenje izmedu genotipova, faze razvica i tretmana kod posmatranih
plodova. Na osnovu njihove lokalizacije i funkcije koju obavljaju u ¢eliji, podeljeni su
na proteine koji ucestvuju u ili pripadaju grupi:

e metabolizmu ugljenih hidrata (13 proteina);

metabolizmu aminokiselina (5 proteina);

e sinteze i degradacije proteina (8 proteina);

e proteina energetskog metabolizma (3 proteina);

e proteina ¢elijskog zida (5 proteina);

e proteina oksidativnog stresa (8 proteina);

e proteina koji ucestvuju u odbrani od stresa i ,,heat shock” (HSP) proteini (4
proteina) i

e proteina sa nepoznatom funkcijom (6 proteina).
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U Tab.11 je prikazan veéi broj pokazatelja ukljucujuci identifikacione brojeve
proteina (tacke na gelu), identifikacione parametre, napomene i predvidene lokalizacije,
teorijske i izracunate pl/Mr vrednosti, statisti¢ki znacajne razlike dobijene poredenjem

genotipova, faze razvica i tretmana, kao i njihove interakcije.

Slika 30. Izgled gela sa proteinskim tackama iz perikarpa ploda paradajza.

5.2.4.1. Analiza proteina u razlicitim fazama razvi¢a ploda genotipa Ailsa Craig

Kod 29. proteina utvrdena je statisticki znacajna razlika u ekspresiji, u razli¢itim fazama
razvica perikarpa (15. i 30. dpa) u okviru oba tretmana (DSK i ON).

Poredenjem faze razviéa 15. i 30. dpa, kod DSK tretmana, utvrdeno je da
povecanu ekspresiju u fazi 30. dpa imaju devet proteina. NajviSe proteina sa ovakvim
trendom pripada kategoriji oksidativnog stresa (4 proteina: tacke 10, 20, 49 i 70), zatim
oni koji u€estvuju u procesima biosinteze i degradacije proteina (2 proteina: tacke 39 i

40), metabolizmu ugljenih hidrata (tacka 46), proteini ¢elijskog zida (tacka 60) i proteini
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koji pripadaju kategoriji odbrane od stresa i HSP (tacka 11). Broj proteina koji imaju
smanjenu ekspresiju je manji. Tu su se izdvojila samo tri proteina koji su svrstani u
kategoriju metabolizma ugljenih hidrata (tacke 33, 54 1 58).

Kod biljaka u ON tretmanu, samo su Cetiri proteina imala pove¢anu ekspresiju u
fazi 30. dpa, u odnosu na fazu 15. dpa. Oni pripadaju kategorijama: metabolizam
ugljenih hidrata (2 proteina: tacke 28 1 56), oksidativnog stresa (tacka 57) 1 odbrani od
stresa i HSP (tacka 25). Pored toga, samo je jedan protein imao smanjenu ekspresiju i
po funkciji pripada metabolizmu aminokiselina (tacka 64).

Rezultati takode pokazuju da su 12 proteina iz razli¢itih kategorija imali isti
trend ekspresije za vreme rastenja plodova i u DSK i ON tretmanima. Medu njima,
osam proteina je imalo povecanu Sintezu. Oni su pripadali slede¢im kategorijama:
metabolizmu ugljenih hidrata (2 proteina: tacke 16 1 37), sinteza i degradacija proteina
(2 proteina: tacke 14 1 62), proteinima ¢elijskog zida (2 proteina: tacke 14 1 62) i za dva
proteina nije identifikovana funkcija (tacke 29 i 47). Izdvojena su i Cetiri proteina sa
smanjenom ekspresijom. Oni pripadaju grupama proteina za sintezu i degradaciju (tacke

35155), proteinima Celijskog zida (tacka 65) i oksidativnog stresa (tacka 45).

5.2.4.2. Analiza proteina kod razlicitih tretmana genotipa Ailsa Craig

Analiza je zatim obuhvatila poredenje uticaja tretmana na proteine ploda Ailsa Craig u
razli¢itim fazama njegovog razvica. Poredenjem DSK i ON tretmana u fazi razvica 15.
dpa, uocene su razlike kod 18 proteina. Proteini sa pove¢anom ekspresijom kod DSK
tretmana uporedeni su sa istom fazom razvica u ON tretmanu. To su Cetiri proteina iz tri
kategorije: metabolizam ugljenih hidrata (2 proteina: tacke 33 i 54), metabolizam
aminokiselina (tacka 35) i oksidativni stres (tacka 45). U fazi 15. dpa broj proteina sa
smanjenom ekspresijom u DSK tretmanu je bio vec¢i i obuhvatio je 14 proteina. Oni su
bili iz slede¢ih kategorija: metabolizam ugljenih hidrata (tacka 9), metabolizam
aminokiselina (tacka 64), sinteza 1 degradacija proteina (tacka 26), energetski
metabolizam (2 proteina: tacke 21 1 27), proteini ¢elijskog zida (3 proteina: tacke 60, 65
i 66), proteini oksidativnog stresa (4 proteina: tacke 10, 20, 49 i 67), proteini Koji
ucestvuju u odbrani od stresa 1 HSP (tacka 11) i jedan protein (tacka 8) koji spada u

kategoriju sa nepoznatom funkcijom.
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U fazi 30. dpa, koja je faza bliska pocetku procesa sazrevanja plodova, utvrdena
je razlika u ekspresiji za 17 proteina. Povecanje ekspresije u DSK tretmanu, u poredenju
sa ON tretmanom pokazao je samo jedan protein (tacka 32), koji po funkciji pripada
grupi odbrane od stresa i HSP. Broj proteina sa smanjenom ekspresijom je bio znatno
veéi (16 proteina). Oni su po funkciji pripadali slede¢im kategorijama: metabolizmu
ugljenih hidrata (5 proteina: tacke 16, 23, 28, 48 i 58), metabolizmu aminokiselina (3
proteina: tacke 7, 18 i 43), sinteza i degradacija proteina (2 proteina: tacke 40 i 55),
proteinima Celijskog zida (tacka 14), proteinima oksidativnog stresa (tacka 57),
proteinima odbrane od stresa i HSP (tacka 25) i za tri proteina nije identifikovana
funkcija (tacke 22, 47 1 52).

Pored navedenih proteina jo§ 13 proteina je pokazalo isti trend ekspresije u
razli¢itim tretmanima kod oba genotipa. Povecanu ekspresiju kod DSK tretmana su
pokazala samo dva proteina, ¢ija je funkcija bila povezana sa energetskim
metabolizmom (tacka 24) 1 odbranom od stresa i HSP (tacka 5). Znatno viSe proteina je
imalo smanjenu ekspresiju kod DSK tretmana. To su bili proteini u okviru kategorije
metabolizma ugljenih hidrata (5 proteina: tacke 19, 37, 44, 46 1 56), sinteze i
degradacije proteina (3 proteina: tatke 12, 15 1 53), proteina ¢elijskog zida (tacka 62),
proteina oksidativnog stresa (tacka 59) 1 jedan protein (tacka 63) nepoznate funkcije.

Ovi rezultati su pokazali i znacajan efekat interakcije izmedu faze razvica i
tretmana. Efekat interakcije je bio primecen kod devet proteina: dva su bila iz kategorije
metabolizma ugljenih hidrata (tacka 37 i 44), tri iz kategorije biosinteze i degradacije
proteina (tacke 12, 15 i 30), dva proteina ¢ija je funkcija bila vezana za ¢elijski zid
(tacke 14 1 60), jedan iz kategorije oksidativnog stresa (tacka 59) i jedan protein (tacka
29) c¢ija funkcija nije utvrdena. To ukazuje da razli€iti nivoi ekspresije ovih proteina

nisu samo posledica faze razvica ili primenjenog tretmana, ve¢ i njihove interakcije.
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5.2.4.3. Analiza proteina kod razlicitih genotipova paradajza

Analizom proteina perikarpa plodova Ailsa Craig i flacca genotipa je utvrdeno da je u
okviru oba tretmana (DSK i ON) 41 protein imao razli¢ito regulisanu ekspresiju.

Kada su obavljena poredenja Ailsa Craig i flacca u okviru DSK tretmana,
utvrdeno je da povecanu ekspresiju kod Ailsa Craig pokazuju dva proteina. Njihova
funkcija je bila u vezi sa metabolizmom ugljenih hidrata (tacka 46), a jedan protein je
bio nepoznate funkcije (tacka 22). Sa suprotnim trendom kod genotipa Ailsa Craig u
okviru DSK tretmana nije uocen ni jedan protein.

Analizom perikarpa plodova Ailsa Craig i flacca u uslovima optimalne vlaznosti
(ON), kod Ailsa Craig uocena je povecana ekspresija velikog broja proteina. Od ukupno
26 proteina sa ovakvim trendom, sedam je pripadalo grupi ¢ija je funkcija u
metabolizmu ugljenih hidrata (tacke: 9, 16, 23, 28, 37, 44 i1 48), Cetiri su bili iz grupe
metabolizma aminokiselina (tacke: 7, 18, 43 i 64), pet iz grupe sinteza i degradacija
proteina (tacke: 12, 15, 26, 39 i 40), dva iz grupe proteina energetskog metabolizma
(tacke: 21 1 27), tri iz grupe proteina sa funkcijom vezanom za Celijski zid (tacke: 14, 60
1 62), tri iz grupe oksidativnog stresa (tacke: 10, 49 i 59), jedan iz grupe odbrane od
stresa 1 HSP (tacka 25) 1 1 protein sa nepoznatom funkcijom u ¢eliji (tacka 29).

Znatno manji broj proteina je imao smanjenu ekspresiju kod Ailsa Craig u
okviru DSK tretmana. Sa takvim trendom, uo¢ena su samo cetiri proteina iz slede¢ih
kategorija: metabolizam ugljenih hidrata (tacka 54), oksidativni stres (tacka 45) i
odbrana od stresa 1 HSP (tacke 51 32).

Pored toga, analizom je uoceno da devet proteina ima isti trend u oba
posmatrana genotipa i u okviru oba tretmana. Rezultati pokazuju da sedam proteina ima
povecanu ekspresiju kod Ailsa Craig. Oni su svrstani u slede¢e funkcionalne grupe:
metabolizam ugljenih hidrata (tacka 19), oksidativni stres (2 proteina, tacke: 67 i 70),
odbrana od stresa i HSP (tacka 11) i tri proteina su bila sa nepoznatom funkcijom
(tacke: 8, 47 1 63). Samo dva proteina su imala smanjenu ekspresiju kod Ailsa Craig u
okviru oba tretmana. Tu su identifikovani proteini iz grupe metabolizma ugljenih

hidrata (tacka 33) 1 iz grupe sinteza 1 degradacija proteina (tacka 30).
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5.2.4.4. Analiza proteina perikarpa paradajza pod uticajem tretmana

Rezultati analize proteina pod uticajem tretmana pokazuju da ukupno 29 proteina ima
razliCitu ekspresiju kod oba genotipa. Najveéi broj proteina ima smanjenu ekspresiju
kod DSK tretmana u oba genotipa.

Kod Ailsa Craig genotipa, 24 proteina ima smanjenu ekspresiju u okviru DSK
tretmana. NajviSe proteina sa ovakvim trendom pripada grupi ¢ija je funkcija u
metabolizmu ugljenih hidrata (10 proteina, tacke: 9, 19, 23, 28, 37, 44, 46, 48, 56 i 58),
zatim slede proteini iz funkcionalne grupe metabolizma aminokiselina (3 proteina,
tacke: 7, 18 1 43), po dva iz grupe koji ucestvuju u sintezi i degradaciji proteina (tacke:
15 i 40), oksidativnog stresa (tacke: 57 i 59), po jedan iz grupe energetskog
metabolizma (tacka 21), proteini Celijskog zida (tacka 14) i odbrana od stresa i HSP
(tacka 25) 1 Cetiri proteina ¢ija funkcija nije utvrdena (tacke: 8, 22, 47 i 52). Suprotan
trend u okviru Ailsa Craig genotipa ima samo jedan protein, Cija je ekspresija povec¢ana
u DSK tretmanu 1 on pripada funkcionalnoj grupi odbrana od stresa i HSP (tacka 5).

Posmatraju¢i genotip flacca, uocena su samo tri proteina sa smanjenom
ekspresijom u okviru DSK tretmana, a jedan sa pove¢anom. Smanjenu ekspresiju imali
su proteini iz grupe: metabolizam ugljenih hidrata (tacka 33), sinteza i degradacija
proteina (ta¢ka 26) i oksidativni stres (tacka 20). Protein sa pove¢anom ekspresijom kod
flacca genotipa u DSK tretmanu, pripadao je grupi nepoznate funkcije u celiji (tacka
29).

Statistickom analizom utvrden je i znacajan efekat interakcije izmedu genotipa i
tretmana. Efekat interakcije uocen je kod 21 proteina iz slede¢ih grupa: metabolizam
ugljenih hidrata (7 proteina, tacke: 16, 19, 37, 44, 48, 56 i 58), metabolizam
aminokiselina (2 proteina, tacke: 7 i 18), sinteza 1 degradacija proteina (2 proteina,
taCke: 15 i 40), energetski metabolizam (tacka 24), proteini ¢elijskog zida (2 proteina,
tacke: 14 1 62), oksidativni stres (tacka 59), odbrana od stresa i HSP (2 proteina, tacke: 5
I 32) i 4 proteina nepoznate funkcije (tacke: 29, 47, 52 1 63).
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Tabela 11. Izolovani proteini iz perikarpa plodova paradajza.

Tadka ob ob Identifikovani T Teorijske Izradunate f f " g g £ £ £ Ailsa
Bred Br Br Vrsta proteini Lokalizacija pl/ Mr® pl /Mré FR T FR/T 15. dpa’ 30. dpa G T GIT Craig flacca
Metabolizam ugljenih hidrata
9 3§7Na'193 P26300 Is)f’c'ggsr“;icum Enolase oyt 568 | 478 | 6.06 | 46 | nz | ** nz 5021 | 49-12 | * | * nz 4912 | 3704
16 827'\‘76 15 | Q40546 g:f:;ﬂa ::fz”y"nife Kinase cTP 708 | 619 | 663 | 58 | x| e nz 05-01 | 08-02 | ** | nz | = 08-02 | 0.4/0.2
19 a%Ng_zsg 041135 gmﬁnis SAOCPks?/ﬁ thgﬁ;"acy" TP 800 | 500 | 655 | 47 | nz | = nz | 103437 | 116-36 | * | = | * | 116-36 | 6.7/01
SGN- Solanum Acid beta-
23 | Uersies | P29000 Iycopersicum Frctofuranosidace oyt 554 | 701 | 585 | 48 | nz * nz 23004 | 3110 | * | * | nz 31410 | 23004
) Glyceraldehyde 3-
28 3(538'\‘0213 QBLK04 ﬁj‘:}'g:‘;‘s'gm phosphate oyt 634 | 366 | 654 | 30 | * wox nz | 126011 | 15082 | * |+ | nz | 150032 | 12711
dehydrogenase
33 3(537'\‘9'393 P26300 i/oc'sg:r':icum Enolase oyt 568 | 478 | 631 | 51 | * nz 62113 | 59-04 | % | = | nz | 5904 | 8113
37 8257'\‘5'371 QOFR11 f}j’;g;:g‘l cum ggt:%?(t)eg enase cTP 806 | 434 | 646 | 42 | wex | xw ok 10105 | 2108 | x| = ok 2.1-08 | 1001
Cytosolic
44 822‘6720 Q5XMB8 g;)cgl'ﬁ]’a i‘gi;ozif;tg' A oyt 647 | 413 | 647 | 44 | nz | = * 10.1-43 | 11.1/-38 | === | * = | 11.1/-38 | 5.8-0.3
thiolase
SGN- Solanum Glucose-5-
46 | Jerisas | Q2XTCA | EER phosphate 1- oyt 597 | 585 | 652 | 58 | ** wox nz 0803 | 1003 | ** | * nz 1.0-03 | 06/00
dehydrogenase
SGN- Solanum Dihydrolipoyl
48 | Jormoze | Q8GT0 | poot eum Gehydrognase mTP 690 | 528 | 656 | 58 | nz wx nz 2908 | 31411 | x| x * 38411 | 2502
54 327'\‘722 4 | BOSHBO gm‘jnis dAe'ﬁ;g‘r’;genase cTP 861 | 416 | 615 | 39 | ** nz nz 9722 | 9007 | ** | nz | nz 9.0/0.7 | 11.1/09
56 3(37'\‘9 o | Q384 ﬁj‘;}'g:‘;‘;gm ;I;gg]s:g;gsphate oyt 573 | 270 | 650 | 28 | wx | s nz | 334169 | 369-64 | nz | ** | * | 36964 | 32016
) Glyceraldehyde 3-
58 3(538'\‘0213 QBLK04 ﬁj‘:}'g:‘;‘s'gm phosphate oyt 634 | 366 | 660 | 30 | * * nz | 340118 | 360/76 | nz | ** | * | 36.0-76 | 35.4/14
dehydrogenase
Metabolizam amino kiselina
SGN- Solanum Cytosolic  cysteine 13.7/-
7 Usterga | QUFS27 | pRAME sonthase oyt 593 | 343 | 612 | 38 | nz o nz 205/-16 | 18143 | * | * * | 181/-43 T
SGN- Solanum S L
18 U577991 P43281 lveopersicum adenosylmethionine cyt 541 43.1 | 595 44 nz * nz 14.1/-2.7 14.8/-53 | *** | ** ** 14.8/-5.3 8.3/0.0
yeop synthetase
35 829'7'193 QIFPTY E‘L'::;‘S"Jm Sﬁfﬁ;;’;: oyt 520 | 386 | 593 | 41 | nz | % nz 42024 5307 | nz | nz | nz 5307 | 5909
43 lsg;\‘l-lZO ATYVW1 f;ﬁtr:g:]‘i'li ACTCH P5CDH1 oyt 636 | 625 | 656 | 55 nz o nz 1706 | 2107 | ** | =* nz 2107 | 1201
SGN- Solanum S o
64 | Ussoves | P43282 Iycopersicum adenosylmethionine oyt 576 | 427 | 634 | 45 * * nz 45-13 | 3304 | * | nz | nz 33104 | 2202
synthetase
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Tadka ob ob Identifikovani TS Teorijske Izraunate £ £ £ g g £ £ £ Ailsa
Broa Br Br Vrsta proteini Lokalizacija pl / Mr d pl / Mr e FR T FR/IT 15. dpa’ 30. dpa G T G/T Craig flacca
Ssinteza i degradacija proteina
12 82;\'7'702 Q40143 fﬂ:g:gicum gySte'“e proteinase mTP 859 | 39.0 | 589 | 30 | *=x * wox 46113 | 115-1.9 | = | nz | nz | 11.5-19 | 6.2/-05
15 agg‘ises AOFHT76 ﬁjﬂ:?;’s"l}m EBPL; oyt 6.26 | 428 | 654 | 48 | wx | we * 1908 | 26109 | x| wx [ % 26109 | 1300
26 826,3\15;096 QIXGT7 g'tfaogt']i:a :{g}::a&op';‘_e;”b“”“ oyt 502 | 273 | 647 | 30 | nz | nz 76119 | 74110 | *ex | * nz 7.41-10 | 6.0/05
30 8257'\‘?"205 QIFEST? g;f:;ﬂa Sulfur TP 60 | 463 | 573 | 40 | ** | nz * 17912 | 6704 | ** | nz | nz 6.7/04 | 10.1/0.8
39 6(536'\‘9'02 . | Qpyva ﬁj‘gg:;‘srﬂm gg’é‘?gllkgrg‘é‘;ﬂt oyt 584 | 327 | 640 | 32 | = | nz nz 3012 | 3903 | ** | nz | nz | 3903 | 2304
40 fJ(SBGN9-332 BOMYQS Fr?cpr:gg;rpa Predicted protein; oyt 620 | 605 | 664 | 58 | ** | wex | nz 23108 | 311 | x| * | wee | 31011 | 15905
SGN- Ricinus 408 ribosomal 17.71-
53 | Usorssp | BORT4S | Coins .o rotein S2le oyt 781 | 93 | 657 | 89 | nz wox nz | 253-93 | 226/53 | nz | nz | nz | 226453 I
55 325,3\11_707 Q948X8 g;f;c‘lﬁ;‘a TOBAC CIG2 oyt 510 | 396 | 615 | 41 | ** * nz 55104 | 46108 | nz | nz | nz 46108 | 4.9/0.1
Proteini energetskog metabolizma
SGN- Nicotiana ATP synthase . g g - - ]
21 | Uerrgeg | P05495 lumbaginifolia | subunit alpha SP 584 | 552 | 636 | 53 | nz nz 9.4/20 | 97123 nz 9723 | 7515
24 agg‘a 101 | P32980 g;fg&?r’]’a Qgijn synthase delta cTP 896 | 268 | 533 | 24 | nz | * nz 2914 2013 | nz | nz * 2913 | 3.7/01
Magnesium
27 a(;eNs78 . | 049949 ﬁj‘:}'g:‘;‘s'gm ?rfg’%”a‘:ﬁgt soluble oyt 504 | 248 | 625 | 30 | nz | nz 4511 | 4404 | * | nz | nz | 4404 | 3702
pyrophosphatase
Proteini ¢elijskog zida
- Putative cinnamyl
14 ag;\gm ATWPL2 g;f;ctl'ﬁ;‘a alcohol oyt 659 | 389 | 672 | 40 | wex | * 58-0.1 | 136/-32 | ** | * = | 136/-32 | 8.0/1.1
dehydrogenase
60 | Uonbigy | BOZNST | heotana ﬁ;%'r{)'xylase 4 P 634 | 327 | 643 | 31 | *x | *= * 37/19 | 4109 | * | nz | nz | 4109 | 27001
UDP-
SGN- Solanum glucose:protein ok . : 3 o « : ]
62 | Usppsy | QVOT | e bansgluvosylase- oyt 585 | 41.2 | 621 | 41 nz 2610 | 3.4/-10 nz 3410 | 1.7-0.1
like protein
SGN- Solanum . - o o . . ] 18.9/-
65 | Uargspy | 004070 | 225 SGRP-1 protein; oyt 780 | 158 | 601 | 15 nz | 304-82 | 19722 | nz | nz | nz | 197422 ™
66 327'\‘4_1 4o | D20223 Slcr’:j%’uﬁ]'q”m ;25{;:“‘*"‘”0“ oyt 573 | 337 | 648 | 31 | nz | = nz 56023 | 5107 | ** | nz | nz | 51-07 | 3401
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Tadka ob ob Identifikovani TS Teorijske Izraunate £ £ £ g g £ £ £ Ailsa
Broa Br Br Vrsta proteini Lokalizacija pl / Mr d pl / Mr e FR T FR/IT 15. dpa’ 30. dpa G T G/T Craig flacca
Oksidativni stres
SGN- Solanum Cytosolic ascorbate 23.1/-
10| Uogorgs | QB15C4 Iyeopersicum beronidase oyt 561 | 274 | 623 | 30 | wxx | e nz 26.8/-92 | 30031 | ** | nz | nz | 30.1-31 17
—_— Thylakoid-bound
20 82;\'4'728 QIXPR6 g;)c;:&ma ascorbate mTP 815 | 472 | 627 | 30 | *** * nz 86122 | 10307 | nz | * nz | 103-07 | 105/1.4
peroxidase
45 82;\'8'588 Q7YK44 f;?::g:gicum (S““S‘r’ﬁlrj?:;ge TP 660 | 279 | 592 | 24 * o nz 3.4/3.1 45/0.4 * | nz | nz 45004 | 5707
SGN- Solanum Ascorbate e - : ] e 16.01/- 12.1/-
49| Jormasg | 2994 | \oonersicum Deroxidase oyt 586 | 273 | 643 | 30 nz 13.9-48 | 16101 nz | nz o1 Py
57 ag;\gm 4 | D2D330 ﬁ?:j{ﬂ;”m :}fste?y'g'“tath'o”e oyt 560 | 325 | 624 | 33 | * o nz | 183415 | 20752 | nz | * | nz | 20752 | 162006
59 32’?1'258 Q20174 Egr'f‘h“a”urﬂii Thioredoxin oyt 554 | 136 | 6.16 | 14 | nz * * 142180 | 9844 | *x | x| s« | 98144 | 62/-05
67 agst_ses Q7XAV2 i"c'ggé‘r':icum giusprslrj?:slse[clj-zm SP 601 | 223 | 599 | 15 | nz * nz | 14239 | 12904 | ** | nz | nz | 12904 | 10118
SGN- Solanum Superoxide - 53.6/- o
70 U581590 Q43779 lycopersicum dismutase [Cu-Zn] cyt 5.65 152 | 6.14 | 15 nz nz 115 54.8/1.4 nz nz 54.8/1.4 42.9/0.7
Odbrana od stresa i “heat shock™ proteini
5 agsNo_oza P23322 f}?;gggg‘l cum %ya%ec';rel‘j’:’(n’e'&g cTP 591 | 349 | 571 | 31 | nz | w nz | 170117 | 14803 | *** | * | = | 14893 | 275021
| oo, | BoRBRS | RO heal Shocks protein oyt 560 | 651 | 6.42 | 69 | wex | %= nz | 9030 | 9803 | *=* | nz | nz | 98-03 | 6908
25 82%203 081535 ﬁ?clggggicum Annexin p35 oyt 584 | 362 | 612 | 38 * nz nz 12914 | 168-32 | ** | * | nz | 168-32 | 133113
32 823‘1'281 P29795 f;?::g:gicum Sr]);]);%igre;’%';’;ﬂ]gz cTP 827 | 278 | 576 | 22 | nz * nz 13302 | 18029 | = | nz | = | 13029 | 196/22
Nepoznata funkcija
SGN- Populus . . . . -
8 U566348 B9HK69 trichocarpa Predicted protein cTP 6.56 67.6 | 6.23 | 60 nz nz 2.9/-0.9 3.2/-0.6 nz 3.2/-0.6 2.2/0.4
2 82;\'98 o | Q96372 aC:r']’jt'j‘;T“]m gfo't'e #1 "A’lg'ﬁgm?:gg oyt 507 | 893 | 585 | 101 | nz * nz 46109 | 5713 | * | = | nz 5713 | 4.0/05
- Putative chloroplast
29 822‘6030 Q84QE4 g;)c;:&ma thiazole cTP 576 | 380 | 560 | 33 | ** | nz * 36003 | 105411 | ** | * | wx | 105411 | 7.1/-26
biosynthetic protein
SGN- Populus . .
47 U566913 BIMVM3 trichocarpa Predicted protein cyt 6.31 348 | 651 | 33 ke el nz 3.9/-0.7 5.6/-1.5 ikl Bl o 5.6/-1.5 3.9/0.3
SGN- Populus . . 10.2/-
52 U584969 BONCWO trichocarpa Predicted protein cyt 5.81 115 | 6.13 | 252 nz * nz 14.5/-4.5 14.5/-5.3 nz * folad 14.5/-5.3 03
63 329‘6828 B9SQBY CR(;mﬁnis ?ﬁ;é?r']“d'“g oyt 458 | 474 | 551 | 67 | nz * nz 0702 | 06-02 | ** | nz | * 06102 | 03/-01
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% Broj proteinske tatke koja odgovara tacki na gelu (SI. 32).

®Broj pod kojim su proteini zavedeni u Sol Genomic Network/UniProt bazi podataka.

° Lokalizacija peptida u ¢eliji, na osnovu TargetP softvera: ¢cTP — hloroplast tranzitni peptid, mTP — mitohondrijalni peptid, cyt —
citoplazma, SP — sekretorni protein.

d Teorijska pl i masa (kDa) identifikovanih proteina.

® Izradunata pl i masa (kDa) identifikovanih proteina pomoéu Progenesis softvera.

"Rezultati ANOVA testa za fazu razvica, genotip, tretman i efekat interakcije; nz — efekat nije statisti¢ki znacajan, * - p<0.01,

** . p<0.001, *** - p<0.0001.

9 Kvantitativne vrednosti identifikovanih proteina: ON tretman/povecéanu (+) ili smanjenu (-) prose¢nu vrednost u DSK tretmanu. ANOVA

analiza varijanse; DSK — delimi¢no suSenje korenova; ON — optimalno navodnjavanje.
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6. DISKUSIJA

6.1. Vodni rezim supstrata

Vrednosti sadrzaja vode u supstratu, kao Sto se i oc¢ekivalo, su bile znac¢ajno nize kod
biljaka u tretmanu RDN i u nezalivanoj strani dela supstrata DSK tretmana u odnosu na
ON biljke. Kod optimalno zalivanih biljaka sadrzaj vode odrzavan je na oko 36%, Sto
odgovara poljskom vodnom kapacitetu, dok je kod tretmana RDN od pocetka
eksperimenta sadrzaj vode u supstratu postepeno opadao, a do kraja eksperimentnog
perioda je odrzavan na oko 18% zapreminskog sadrZaja vode u supstratu (SI. 13A). U
tretmanu DSK merenje sadrZzaja vode u supstratu pokazalo je karakteristi¢énu dinamiku,
gde se jasno uocava naizmeni¢no isusivanje supstrata i ponovno navodnjavanje, koje je
karakteristi¢no za tehniku DSK. Ovi rezultati su sli¢no rezultatima drugih autora (Kirda
i sar., 2004; Liu i sar., 2007; Savi¢ i sar., 2008; Wang i sar., 2010; Zegbe i sar., 2006b)
pokazali i da je koli¢ina vode u zalivanoj strani DSK tretmana samo u pocetku bila ista
kao kod ON, dok su u daljem periodu ove vrednosti bile za 10% nize od vrednosti ON
biljaka.

Medutim, postoje i podaci koji pokazuju i da se ove vrednosti u zalivanoj strani
DSK tretmana mogu odrZati istim kao i kod ON biljaka (Mingo i sar., 2004; Sobeih i
sar., 2004). Te razlike su rezultat toga na koji nacin se obra¢unava, odnosno odrzava
koli¢ina vode za navodnjavanu stranu DSK tretmana. Zbog toga postoje i razliCiti
podaci za koliCinu vode koja je utroSena u DSK eksperimentima u poredenju sa
kontrolnim uslovima. Ona se kre¢e u ogledima sa paradajzom od 50% (Davies i sar.,
2000; Savié¢ i sar., 2008; Zegbe-Dominguez i sar., 2003) i do 100% (Mingo i sar.,
2004), dok je u nasem ogledu koli¢ina vode utroSena u DSK tretmanu kod Ailsa Craig
iznosila 70% od utroSene vode u ON uslovima.

Razlike se u ogledima DSK ispoljavaju i u tome pri kom se stepenu suse u
nezalivanoj strani vrsi okret i ponovno zalivanje. U naSim rezultatima promena strane
zalivanja u tretmanu DSK vrSena je kada sadrzaj vode u nezalivanoj strani supstrata
dostigne vrednost blizu 18%. Rezultati su takode pokazali da se posle prvog okreta

vreme potrebno za promenu strane zalivanja skracuje (sa 22 u poc€etku na prosecno 8 u

90



Poglavlje 6 — DISKUSIJA

daljem toku). Ovakva se pojava manifestovala i kod flacca biljaka (sa 26 u poc¢etku na
prose¢no 12 u daljem toku, Sl. 13B).

Sli¢an trend je utvrden i kod drugih autora (Milosavljevi¢ i sar., 2012; Proki¢,
2009; Ranci¢, 2011; Savi¢ i sar., 2008) cak i kada je period trajanja DSK tretmana bio
kratak (Mingo i sar., 2004). Ovi rezultati indirektno ukazuju da se biljke posle prve
promene strane zalivanja adaptiraju na ove uslove tako Sto usvajaju brZze vodu iz
supstrata zalivane strane DSK nego $to je to slufaj sa korenovima ON biljaka. Na
osnovu literaturnih podataka moze se pretpostaviti da je to vezano za hidraulicnu
provodljivost korena i aktivaciju kanala za vodu, ve¢u povrsinu korena do koje dovodi
tretman DSK ili pojavu tzv. ,hidrauli¢nog lifta* (Prieto i sar., 2012). Ispitivanja Hu i
sar. (2011) su pokazala da DSK biljke mogu da kompenzuju vodni stres u zasuSivanoj
strani tako Sto se voda iz relativno vlaznog supstrata u zalivanoj strani krec¢e ka suvim
delovima supstrata preko korenovog sistema biljke. lako su zalivana i nezalivana strana
korenovog sistema hidrauli¢no izolovane, moguce je da se voda iz relativno vlaznog
supstrata u zalivanoj strani krece ka suvim delovima supstrata preko korenovog sistema
biljke. Ova pojava je u prirodnim uslovima opisana kao ,,hidrauli¢ni lift” i predstavlja
pasivno kretanje vode izmedu razlic¢itih delova zemljista i u zavisnosti od razlika
potencijala vode (gradijenta). Pri tome, u delu zemljiSta koje se suSi (u prirodnim
uslovima najcesce povrsinski slojevi) voda izlazi iz korena u zemljiSte sa nizim vodnim
potencijalom, dok drugi delovi korenovog sistema, koji se nalaze u vlaznijim delovima
zemljiSta (obi¢no na veéim dubinama) apsorbuju vodu. Na taj nacin koren ima ulogu
Hlifta“ koji prenosi vodu iz jednog dela zemljista u drugi (Caldwell i Dawson, 1998;
Prieto i sar., 2012).

Veca brzina usvajanja vode mogla bi biti 1 posledica vece povrSine korenovog
sistema 1 bolje hidrauli¢ne provodljivosti korena posle navodnjavanja isusSivane strane
(Kang i sar., 1998; Kang i sar., 2002). Rezultati Proki¢ i Stiki¢ (2011) su pokazali da
DSK tretman i kod Ailsa Craig i flacca indukuje razvice veée povrSine Kkorena.
Znacajnu ulogu mogu da imaju i kanali za vodu (akvaporini), ¢ija aktivnost raste u
uslovima nedostatka vode (Martre, 2002). To zatim moze da utiCe i na radijalni
transport vode na nivou korena (Maurel i Chrispeels, 2001; Tyerman i sar., 2002).

Iako se moglo ocekivati da flacca, kao ABA mutant koji ima vecu transpiraciju u

odnosu na Ailsa Craig, ispoljava brzu dinamiku u promeni koli¢ine vode, pokazalo se
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da je za promenu strane koja se navodnjava 1 susi prosecno bilo potrebno 12 dana, §to je
za 4 dana duZe od odgovarajuc¢e promene kod Ailsa Craig (prose¢no 8 dana). Rezultat
sporije dinamike promene koli¢ine vode, a koja indirektno moze da ukaze na sporije
usvajanje vode kod flacca, je najverovatnije rezultat slabije razvijenog korenovog
sistema u odnosu na Ailsa Craig, kao i manjih potreba za vodom ovih biljaka ¢ija je i
sveZa i suva masa za 32% manja od mase korena Ailsa Craig (Tab. 2 i 3). Sporije
usvajanje vode kod ABA deficijentnog mutanta flacca moze biti i posledica smanjene
hidrauli¢ne provodljivosti korena (Holbrook i sar., 2002). Sli¢ni rezultati dinamike
promene strane zalivanja su dobijeni i u drugim eksperimentima (Pecinar, 2015), pri
¢emu je promena strane zalivanja kod divljeg tipa bila posle 6 dana, a kod flacca isto

posle 12 dana.

6.2. Rastenje i razvice biljaka

Primena tretmana navodnjavanja imala je razliCit efekat na rastenje biljaka kod
ispitivanih genotipova. Rezultati merenja visine biljaka pokazuju da su kod oba
genotipa najvecu visinu imale biljke u tretmanu ON, dok je u tretmanima DSK i RDN
visina bila manje ili viSe redukovana. Ipak, na rastenje izdanka, samo je tretman RDN
imao znacajan uticaj jer je doslo do smanjenja za 22% u odnosu na ON i DSK biljke (SI.
14). Rezultati za flacca biljke pokazuju slican trend, odnosno da DSK tretman nije
statisti¢ki znacajno uticao na rastenje dok je RDN doveo do smanjenja visine biljaka od
14% u odnosu na ON (SI. 14A i B). Sli¢an efekat DSK tretmana na rastenje paradajza se
pokazao i u rezultatima Mingo i sar. (2004). U literaturi postoji dosta podataka o tome
da je DSK tretman doveo do znacajne redukcije rastenja paradajza (Kirda i sar., 2004;
Milosavljevi¢, 2012; Ranci¢, 2011; Stiki¢ i sar., 2003; Zegbe i sar., 2004), vinove loze i
krompira (Chaves i sar., 2007; Dos Santos i sar., 2003; Dos Santos i sar., 2007; Kirda i
sar., 2004; Liu i sar., 2006b; Zegbe i sar., 2004).

Nasi rezultati takode ukazuju na to da su flacca biljke nize u odnosu na genotip
Ailsa Craig i to za oko 28%. Utvrdeno je da smanjenje visine flacca biljaka moze da
bude i 46% u odnosu na genotip Ailsa Craig (Jones i sar., 1987), a rezultati sa drugim
ABA-mutantima su pokazali da je notabilis manji od svog divljeg tipa (Ranci¢, 2011).
Primeceno je takode da pored smanjenog rastenja, ABA deficijentni mutanti paradajza

imaju i morfoloske simptome karakteristicne za visak etilena, kao §to su kovrdzanje
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listova i pojava adventivnih korenova, ¢ak i u uslovima kad su dobro snabdeveni vodom
(Nagel i sar., 1994; Sharp i sar., 2000). Rezultati Sharp i sar. (2000) i Dodd (2003) su
pokazali da blokirana sinteza etilena delimi¢no povecava povrsinu listova.

Smanjeno rastenje izdanka u uslovima suSe moze nastati kao rezultat delovanja
hemijskih ili hidrauli¢nih signala suSe, kao i njihove interakcije (Jovanovi¢ i Stikic,
2012). Smanjenje raspolozive koli¢ine vode u zemljistu dovodi do redukcije turgora u
¢elijama korena i ta promena u vodnom rezimu se kao tzv. ,hidrauli¢ni signal suSe*
prenosi od korena do nadzemnih delova, gde deluje tako Sto dovodi do opadanje turgora
u ¢elijama i izaziva redukciju rastenja ¢elija i otvorenosti stominih ¢elija. Do redukcije
rastenja i provodljivosti stoma moZze do¢i 1 bez opadanja vodnog rezima u ¢elijama (bez
hidrauli¢nih signala) i te su promene rezultat tzv. ,,hemijskih signala suse*. Smatra se da
je ABA najvazniji hemijski signal, ali i da njeno dejstvo zavisi od pH ¢ije poveéanje
(alkalizacija) takode ucestvuje kao signal. Ulogu hemijskih signala mogu da imaju i
hormoni citokinini i etilen, ali i neki joni kao npr. Ca?* ili nitrati (Bano i sar., 1993;
Bano i sar., 1994; Dodd i sar., 1996; Kudozarova i sar., 2007). Hemijski signal moze
biti 1 promena pH ksilema ili apoplasta koja, takode, utice na redukciju provodljivosti
stoma (Wilkinson, 1999; Wilkinson i Davies, 1997; Wilkinson i sar., 1998) ili rastenje
¢elija (Bacon i sar., 1998; Davies i sar., 2002).

U naSim istraZzivanjima nisu mereni parametri vodnog rezima (potencijal vode i
provodljivost stominih ¢elija) ili koncentracija ABA u ksilemu koja bi mogla da ukaze
na to da li su efekti DSK ili RDN tretmana na rastenje ispitivanih genotipova rezultat
hidrauli¢nih ili hemijskih efekata. Medutim, moze se napraviti poredenje sa efektima na
reakcije stominih c¢elija istih genotipova u slicnim eksperimentalnim uslovima.
Ispitivanja u slicnim eksperimentalnim sistemima, ali sa biljkama Ailsa Craig i flacca u
vegetativnoj fazi razvi¢a, ukazuju da su hidrauli¢ni signali od veéeg znacaja za reakcije
stominih ¢elija flacca biljaka u susi, dok su hemijski signali znacajniji za Ailsa Craig
(Proki¢, 2009).

Ukupna biomasa biljaka se u svim tretmanima ocekivano razlikovala izmedu
ispitivanih genotipova (Tab. 2 i 3; Sl. 15 i 17). Ovi rezultati pokazuju da su flacca
biljke bile ne samo nize, ve¢ su imale i znatno manju biomasu od Ailsa Craig. Slicni

rezultati su dobijeni i kod drugih autora (Bradford, 1983; Ranc¢i¢, 2011).
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Ispitivanja uticaja tretmana na svezu i suvu biomasu Ailsa Craig ukazuje da
tretman DSK, u odnosu na ON, nije znacajno uticao na konac¢nu veli¢inu pojedinacnih
organa, kao ni distribuciju biomase. Ispitivanja u optimalnim uslovima (ON) su
pokazala sledecu distribuciju sveze biomase: koren — 0,6%, stablo — 7,5%, list 16,4% i
plod — 75,6%. U tretmanu DSK biljke su imale sli¢énu distribuciju biomase: koren —
0,6%, stablo — 7,2%, list — 16,5% i plod — 75,8% (SI. 16A i 28A). Ovi rezultati
odgovaraju rezultatima Mingo i sar. (2004) koji se odnose na stablo i listove, ali ne i na
biomasu korena. Mingo i sar. (2004) kao i drugi autori (Kang i sar., 1998, Liang i sar.,
1996) su utvrdili da uslovi delimi¢nog susenja korenova dovode do porasta korena.

Rezultati merenja biomase u RDN uslovima su ukazali na malo izmenjenu
raspodelu asimilata, jer je utvrdena neSto veéa akumulacija biomase u vegetativnim
organima u odnosu na kontrolne i uslove DSK. U tretmanu RDN distribucija sveze
biomase bila je sledeca: koren — 0,8%, stablo - 9,8%, list — 24,6% i plod — 64,8%.
Poredenje ovih rezultata u odnosu na ON ili DSK je pokazalo da je RDN tretman
znacajno uticao na redukciju sveze mase stabla i plodova, kao 1 suve mase plodova, dok
se takav uticaj nije ispoljio na suvu masu stabla. Sli¢ni rezultati efekata deficita
navodnjavanja su dobijeni i u drugim RDN eksperimentima kod paradajza (Kirda i sar.,
2004) i vinove loze (Chaves i sar., 2007). 1z rezultata odnosa korena/izdanka se takode
vidi da tretmani DSK i RDN nisu uticali u znatnoj meri na rastenje korena, a na taj
nacin na transport i raspodelu asimilata izmedu njih (Tab. 4). Na smanjen transport
asimilata iz stabla i listova u plodove u tretmanu RDN ukazuju rezultati odnosa suve
mase plodova/izdanka (Tab. 5).

Ispitivanja akumulacije biomase i njene distribucije kod mutanta flacca ukazuju
na trend povecanja procentualnog uces¢a vegetativne biomase u odnosu na biomasu
ploda kod svih tretmana i u odnosu na Ailsa Craig (SI. 16B). Kod flacca biljaka
ispitivani eksperimentalni uslovi nisu imali znafajan uticaj na masu vegetativnih
organa, izuzev §to je tretman RDN znacajno redukovao svezu masu stabla. Tako su
rezultati za svezu masu u RDN uslovima pokazali slede¢u distribuciju: koren — 2,1%,
stablo - 16,0%, list — 16,4% i plod — 65,5%. To se znacajno razlikovalo od uslova
optimalnog zalivanja biljaka (koren — 1,6%, stablo — 16,6%, list 21,3% i plod - 60,5%)
ili DSK (koren — 2,3%, stablo — 18,8%, list — 17,8%, plod — 61,2%). Sli¢na distribucija

biomase je utvrdena i za suvu masu u ispitivanim organima (S1. 18B).
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Rezultati su takode pokazali i da je biomasa pojedinih organa flacca biljaka u
odnosu na Ailsa Craig zna¢ajno manja (Tab. 2 i 3). SveZa i suva masa korena flacca
biljaka je za oko 32% manja u svim tretmanima. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima
niza autora (Bradford, 1983; Jones i sar., 1987; Ranci¢, 2011; Milosavljevi¢, 2012).
Jedno od objasnjenja za smanjenu biomasu korena je da flacca proizvodi vise etilena u
korenu od Ailsa Craig (Tal i sar., 1970). Pove¢ana koncentracija etilena, a smanjena
sinteza ABA u korenu, moze da uti¢e na rastenje korena (Chen i sar., 2003). Medutim,
rezultati drugih autora ukazuju na to da je kod flacca korenov sistem znaéajno kraci
(Saab i sar., 1990; Proki¢ i Stiki¢, 2011) 1 ima manju svezu masu (za 60 do 70 %) i suvu
masu za 50% do 60% (Milosavljevi¢, 2012; Ranci¢, 2011) u poredenju sa korenovim
sistemom divljeg tipa. Rezultati Holbrook i sar. (2002) pokazuju da ABA deficitarni
mutanti imaju smanjenu hidrauli¢cnu provodljivost korena $to takode moze da objasni
manje i sporije usvajanje vode (Sl. 13B).

Prema literaturnim podacima vodni deficit moze takode da deluje razlicito, ili da
inhibira rastenje korena ili da u uslovima umerenog stresa ¢ak povecava rastenje korena
(Hooker i Thorpe, 1997). Rezultati Sharp (2002) su pokazali da je efekat suse mnogo
manje izrazen na nivou korena nego izdanka, jer koren moze da nastavi sa rastenjem
¢ak 1 u uslovima kada je pri niskim vrednostima potencijala vode rastenje izdanka
obustavljeno. Manji efekat suSe na rastenje korena nego na stablo ili listove je utvrden i
kod paradajza (Kulkarni i Deshpande, 2006).

Nasa ispitivanja nisu pokazala da je u DSK uslovima doslo do povecanja
biomase korena koje bi moglo da indirektno ukaze da je tretman DSK povecao rastenje
korena. Sli¢ni rezultati su dobijeni kod paradajza (Davies i sar., 2000) i vinove loze
(Dry i sar., 2000). Nasuprot tome rezultati Kang i sar. (1998) su pokazali da je DSK
sistem povecao biomasu korena kod kukuruza, $to je verovatno bio rezultat povecanog
rastenja i razvi¢a bo¢nih korenova (Liang i sar., 1996). Ispitivanja Mingo i sar. (2004)
su pokazala da je promena strana zalivanja kod DSK biljaka dovela do znacajnog
povecanja biomase korena (Cak za 55%). Rezultati sa biljkama paradajza u vegetativnoj
fazi razvica su takode pokazali da povecanje broja okreta kod DSK biljaka stimuliSe
razvice korena, Sto bi moglo da predstavlja adaptivnu reakciju biljaka kojom se
povecava ukupna duzina i povrSina korena i na taj naCin se povecava usvajanje

pristupacne vode za potrebe razvica biljaka (Proki¢, 2009). Ispitivanja su pokazala da
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se, takav efekat DSK moZe potvrditi i na osnovu vizuelne ocene razvic¢a korenova u
toku ispitivanog perioda i pri gajenju biljaka u transparentnim sudovima (Proki¢ i
Stiki¢, 2011).

Zbog svega iznetog teSko je objasniti razlike koje su se u naSim rezultatima
ispoljile u odnosu na druge literaturne podatke. One se mogu pripisati genotipskim
razlikama, metodama indukcije vodnog deficita ili DSK tretmana, brzini isuSivanja
biljaka i trajanju tretmana, metodama merenja korena kao i fazama rastenja biljaka.
Zbog toga se moze pretpostaviti da je u osnovi razlike izmedu nasih i rezultata Proki¢ i
Stiki¢ (2011) duzina trajanja ogleda, kao i faza razvic¢a ispitivanih biljaka kod kojih je
DSK tretman primenjen. Ove razlike ukazuju da se porast korena, kao adaptivna
reakcija na DSK tretman, brzo odvija i pretpostavka je da se signali za ovakvu
adaptaciju verovatno javljaju u prvim fazama suSe, kao Sto se i promene na nivou
korena javljaju u pocetnim fazama razviéa korena. Zbog toga se takode moze
pretpostaviti da je porast korena, od znacaja za adaptaciju biljaka u vegetativnoj fazi, a
da su u kasnijim fazama razvi¢a od znacaja i efekti ve¢ spomenutog tzv. hidrauli¢nog
lifta (redistribucije vode izmedu korenova u zalivanoj i susSenoj strani) ili poveéanja
hidrauli¢ne provodljivosti korena.

U toku vizuelnog prac¢enja odvijanja fenoloskih faza razvic¢a biljaka primeceno
je da tretmani DSK 1 RDN generalno usporavaju razvi¢e, u odnosu na tretman ON i to
slicno kod oba genotipa (SI. 19). Kod genotipa Ailsa Craig, prva cvast na glavhom
stablu se pojavljuje gotovo istovremeno kod svih primenjenih tehnika navodnjavanja.
Uticaj tretmana je uocen tek u fazi cvetanja, kada dolazi do odlaganja cvetanja za 2 dana
u tretmanu DSK i 4 dana u tretmanu RDN.

Utvrdeno je i da postoje razlike izmedu posmatranih genotipova u vremenu
ulaska biljaka u razli¢ite fenoloske faze. Kod flacca mutanta prva cvast na glavnom
stablu se obrazuje oko 2-4 dana ranije u odnosu na Ailsa Craig, ali joj kasnije treba duze
vremena za ostale faze. Cvetanje se kod flacca biljaka deSava oko 6 dana kasnije u
odnosu na Ailsa Craig, pojava plodova tipi¢nog oblika i veli¢ine od 3-11 dana kasnije i
sazrevanje plodova od 7-23 dana kasnije u zavisnosti od primenjenog tretmana. U
osnovi ovako znacajno kasnijeg sazrevanja flacca biljaka u odnosu na Ailsa Craig, je
verovatno smanjena mogucnost sinteze ABA kod mutanta, pa je potrebno vise vremena

dok ne dostigne odredenu koncentraciju u tkivima, koja je neophodna kao signalni

96



Poglavlje 6 — DISKUSIJA

molekul za sintezu etilena (Buta i Spaulding, 1994; Jiang i sar., 2000; Kojima i sar.,
1993).

6.3. Rastenje i razviée plodova

Rastenje plodova, kao i drugih organa ili biljaka, kao i uticaj razli¢itih faktora na ove
procese, se moze analizirati pomocu tzv. S krivih rastenja ili krivih koje su simetri¢ne i
po obliku zvonaste (Monselise i sar., 1978). Njihov oblik ukazuje na to da li je rastenje
nekog organa rezultat promena u deobi ili izduzivanju ¢elija, a pomoc¢u njih moze da se
utvrdi i promena brzine u toku odredenog vremenskog intervala. Na osnovu sli¢nih
krivih ispitivan je uticaj deficijencije N na rastenje listova linija kukuruza (Jovanovic i
sar., 2004). Ovi rezultati su pokazali da je na brzinu rastenja celija listova kukuruza
vise uticala deoba ¢elija, nego njihovo izduzivanje.

U naSim istraZzivanjima cilj S krivih je bio da se utvrdi uticaj tretmana na deobu i
izduzivanje celija ploda, a preko promena dijametra ploda (Sl. 20). Cilj predstavljanja
rezultata u formi simetri¢no-zvonastih krivih je bio da se obavi analiza brzine odvijanja
procesa rastenja (SI. 21). Obe krive su dobijene na osnovu regresione analize treceg
stepena promena precnika plodova. Rezultati predstavljeni u obliku S krive pokazuju da
se posle kratke inicijalne faze rastenja (odgovarala bi fazi deobe celija) nastavlja
eksponencijalna faza rastenja u kojoj dolazi do izduzivanja Celija egzokarpa, a §to se
manifestuje intenzivnim porastom dijametra plodova. Posle ove faze brzina rastenja
¢elija opada i1 dostize vrednosti bliske nuli tako da plodovi dostizu svoju konac¢nu
veli¢inu. Kada plodovi zavrSe rastenje sledi faza sazrevanja u kojoj se aktivira niz
metaboli¢kih procesa koji rezultiraju obrazovanjem zrelih plodova (Gillaspy i sar.,
1993). U tako predstavljenim rezultatima S kriva ukazuje na duZinu trajanja perioda
rastenja plodova, dok tzv. zvono kriva ukazuje na maksimalne vrednosti brzine rastenja
plodova i njihove promene u toku ispitivanog perioda (SI. 20 i 21).

Poredenjem kriva rastenja plodova u primenjenim tretmanima uoceno je da su
biljke u tretmanu ON imale najvecu brzinu rastenja (1,7 mm/dan — Ailsa Craig; 1,3
mm/dan — flacca), zatim u tretmanu DSK (1,4 mm/dan — Ailsa Craig; 1 mm/dan —
flacca), a najmanja brzina rastenja plodova zabeleZena je u tretmanu RDN (1,2 mm/dan

— Ailsa Craig; 0,7 mm/dan — flacca). Krive rastenja takode upucéuju na to da se izmedu
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tretmana javlja razlika u duZini trajanja i vremenu pojave maksimalne brzine rastenja
plodova.

Kod oba genotipa, maksimalnu brzinu rastenja plodova dostigle su prvo biljke u
tretmanu ON i to 5 dana ranije kod genotipa Ailsa Craig i 15 dana ranije kod mutanta
flacca, u odnosu na tretmane DSK i RDN. Medutim, duZina trajanja perioda
intenzivnog rastenja plodova kod genotipa Ailsa Craig, bila je sli¢nija u tretmanima ON
i RDN, dok je u tretmanu DSK ovaj period trajao znatno duZe (10 dana duZze). Kod
flacca mutanta period intenzivnog rastenja plodova najkrace traje u tretmanu RDN (12
dana), zatim u tretmanu ON (15 dana), a najduze u tretmanu DSK (19 dana). Kao
rezultat produzenog perioda intenzivnog rastenja plodova, srednja vrednost pre¢nika
plodova na kraju eksperimenta bila je sli€na u tretmanima ON i1 DSK. Kod tretmana
RDN kraéi period rastenja i manja brzina doveli su do razvica manjih plodova. Krive
rastenja plodova nam ukazuju da je na kona¢nu veli¢inu ploda paradajza vise uticala
duZzina trajanja procesa rastenja od maksimalne brzina rastenja. Ovakvi rezultati mogu
da ukaZu i na to da je produzen period ¢elijske ekspanzije znacajniji za dobijanje vecih
plodova, nego brzina rastenja plodova.

U literaturi postoje podaci da susa moze da utiCe na smanjenje brzine rastenja
plodova, kao i na smanjenje veli¢ine plodova (Davies i sar., 2000), ali je malo podataka
koji se odnose na mehanizam regulacije rastenja plodova u uslovima suSe. Rezultati
Mingo i sar. (2003) su pokazali da hemijski signali, kao Sto je pH, verovatno imaju
regulatornu ulogu u kontroli brzine izduZzivanja celija plodova izloZzenih vodnom
deficitu. Ovi zakljucci su zasnovani 1 na merenju turgora u ¢elijama ploda koje se nisu
promenile u toku DSK tretmana i odgovarale su vrednostima turgora kao kod optimalno
zalivanih biljaka. To potvrduje da nisu u pitanju tzv. hidrauli¢ni signali suse.

U literaturi ne postoji mnogo podataka koji se ticu kona¢ne veli¢ine plodova i
efekta razli¢itih spoljasnjih faktora na duzinu trajanja faze celijske deobe 1 fazu
intenzivnog rastenja ¢elija. Radena su istrazivanja koja se ticu uticaja niskih temperatura
na rastenje plodova paradajza, gde je ustanovljeno da mogu znacajno da uti¢u na
smanjenje brzine rastenja plodova, konac¢nu veli¢inu plodova, ali i da odloze vreme za
koje brzina rastenja plodova dostiZze svoj maksimum (Adams i sar., 2001; Bertin, 2005).
Savi¢ i sar. (2008) su u svojim istrazivanjima poredili razlike izmedu tretmana DSK,

RDN i ON u brzini rastenja ¢elija i duzini ¢elijske ekspanzije perikarpa plodova
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paradajza. Njihovi rezultati pokazuju da je maksimalna brzina rastenja celija znacajno
veca kod optimalno navodnjavanih biljaka u odnosu na DSK 1 RDN tretman, iako je
trajanje Celijske ekspanzije duze u tretmanu DSK u odnosu na ON i RDN. Kao
posledica toga nije utvrdena statistiCki znacajna razlika u veli¢ini plodova izmedu
tretmana DSK i ON.

U sli¢no postavljenom eksperimentu, Ranci¢ (2011) je utvrdila da je brzina
rastenja plodova u tretmanu ON znatno veca u odnosu na tretmane DSK i RDN, ali je
zbog slicnosti u duZzini trajanja ekspanzije ¢elija u tretmanima DSK i RDN, u tim
tretmanima i veli¢ina plodova manja u odnosu na ON biljke. Ispitivanja Pecinar (2015)
su pokazala i da je maksimalna brzina rastenja ¢elija ploda Ailsa Craig slicna naSim
rezultatima, kao i duZina trajanja intervala maksimalnog rastenja.

Najznacajniji uticaj primene tretmana DSK primecéen je u fazi pojave plodova
karakteristi¢énog oblika i veli¢ine. U ovom tretmanu, plodovi prestaju sa rastenjem oko
nedelju dana kasnije u odnosu na tretman ON, a oko 5 dana kasnije u odnosu na tretman
RDN. ProduZen period rastenja plodova u tretmanu DSK, na kraju najverovatnije utic¢e
na veli¢inu plodova (53,78 mm) koja se statisticki znacajno nije razlikovala od ON
plodova (49,50 mm). Rezultati za RDN tretman su pokazali da je pre¢nik plodova za
oko 20% manji u odnosu na plodove ON i DSK biljaka (Tab. 8). Ovi rezultati su u
skladu sa prethodnim rezultatima Savi¢ i sar. (2008) i ukazuju na Cinjenicu da je
produzen period celijske ekspanzije znaCajan za dobijanje vecih plodova. Rezultati
ispitivanja veceg broja citoloskih parametara (broja ¢elija perikarpa, njihove povrSine,
obima i pre¢nika) uz primenu najsavremenijih anatomskih metoda doprineli su
razumevanju deobe i rastenja celija u okviru 7 razli¢itih slojeva perikarpa plodova Ailsa
Craig i flacca (Pecinar, 2015). Ovi rezultati su slicno nasim, pokazali da je faza
eksponencijalnog rasta plodova divljeg tipa paradajza trajala oko 50% duze, a brzina
rastenja ploda je za 30% bila veca nego kod genotipa flacca, Sto je rezultiralo time da su
plodovi divljeg tipa imali veéu svezu masu ploda (za 60%), veci pre¢nik ploda (za
30%), vecu suvu masu ploda i vecu masu perikarpa (za 70%).

Ispitivanje dinamike rastenja plodova je pokazalo i da plodovi biljaka u
tretmanima DSK i RDN u priblizno sli¢no vreme sazrevaju i to oko 8-9 dana kasnije
nego ON biljke. Sli¢an trend razvica imaju i flacca biljke u tretmanima DSK i RDN, s

tim sto je prvi uticaj tretmana navodnjavanja primecen tek u fazi prestanka rastenja
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plodova. Plodovi u tretmanu RDN prvi zavrSavaju svoj porast, dok u tretmanima ON i
DSK plodovi rastu jo§ 3 i 8 dana. Sazrevanje plodova u tretmanima DSK i RDN se
dogada gotovo istovremeno i to oko 2 nedelje kasnije u odnosu na ON biljke.

Poznato je da sazrevanje plodova zavisi od sinteze etilena u plodovima, a smatra
se da je signalni mehanizam za sintezu etilena poveéanje koncentracije ABA u korenu
(Jiang i sar., 2000; Kojima i sar., 1993), pa bi u osnovi kasnijeg sazrevanja plodova
mogao da bude kasnjenje sighalnog mehanizma iz korena. lako je u korenu biljaka RDN
primecena veca sinteza ABA u odnosu na DKS, Dodd i sar. (2008) su ustanovili da za
efikasnost ABA kao hemijskog signala u tretmanu DSK nije neophodna samo sinteza
ABA kao signalnog molekula u isusivanom delu korena, ve¢ je takode neophodno da se
odrzi nesmetani ksilemski transport vode, ABA i drugih signala od korena do
nadzemnih delova biljke. Na taj nacin, veca koli¢ina vode u navodnjavanoj strani
korenovog sistema moze da poveca transport ABA iz korenovog sistema u nadzemni
deo.

U literaturi postoje i podaci koji pokazuju da DSK ubrzava sazrevanje plodova
paradajza. Rezultati Zegbe-Dominguezi sar. (2003) su pokazali da plodovi DSK biljaka
brze sazrevaju u odnosu na RDN biljke i da je to, uz efikasnije koriS¢enje i ustedu vode,
jedna od agronomskih prednosti primene DSK tehnike u proizvodnji paradajza. Razlike
izmedu nasih 1 ovih rezultata se mogu pripisati manjoj ukupnoj koli¢ini vode koja je
upotrebljena u DSK ogledima (50%), u odnosu na na$ eksperimentalni sistem (70%),
kao 1 genotipskim razlikama izmedu ispitivanih sorti paradajza.

| kod Ailsa Craig i kod flacca RDN je u zna¢ajnoj meri redukovao masu plodova
(Tab. 8). Ono po ¢emu se razlikuju je da je kod flacca DSK tretman redukovao suvu, ali
ne i svezu masu plodova. Analiza uc¢esc¢a ispitivanih organa u ukupnoj svezoj i suvoj
masi biljke je pokazala da je kod Ailsa Craig biljaka RDN tretman smanjio za oko 10%
uces¢e mase plodova u odnosu na ON 1 DSK, dok se istovremeno povecalo ucesce
biomase listova. Ispitivanja kod flacca biljaka nisu pokazala znacajan uticaj tretmana na
distribuciju biomase. Medutim, kod mutanta flacca jasno je uocen trend povecanja
procentualnog uceséa sveze vegetativne biomase u odnosu na biomasu ploda kod svih
tretmana u odnosu na Ailsa Craig.

lako u naSim ogledima nije ispitivano usvajanje i transport vode i asimilata, kao

ni sinteza asimilata u procesu fotosinteze, odnosi suve mase koren/izdanak i
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plodovi/izdanak (Tab. 4 i 5) mogu da ukazu na to da li je suSa usporila ili smanjila
transport asimilata ka plodovima. Smanjen odnos plodovi/izdanak kod RDN biljaka
(1,23) u odnosu na ON i DSK tretmane (2,06 i 2,28) ukazuje da je RDN tretman kod
Ailsa Craig uticao na preraspodelu asimilata i to tako da je smanjen transport asimilata
od stabla i listova ka plodovima. To je verovatno jedan od uzroka njihove manje mase u
odnosu na ON plodove. Kod flacca, medutim, ovaj se trend nije pojavio ali su zato
rezultati za odnos koren/izdanak ukazali da je RDN tretman imao ve¢i uticaj na rastenje
korena nego na rastenje izdanka. Iz ovakve analize se moze zakljuciti i da je smanjeno
rastenje i apsorpciona povrsina korena kod RDN biljaka (na osnovu biomase) direktno
uticala na manje i sporije usvajanje vode kod flacca biljaka, na Sta indirektno ukazuju i

rezultati promene sadrZaja vode u supstratu gde su biljke gajene.

6.4. Prinos biljaka i efikasnost usvajanja vode

Prema rezultatima nasih istrazivanja, kod genotipa Ailsa Craig, tretman DSK je imao
uticaj na redukciju broja plodova po biljci. Medutim, zbog produzenog perioda
intenzivnog rastenja celija, precnik plodova na kraju eksperimenta nije imao znacajne
razlike u odnosu na veli¢inu ploda optimalno navodnjavanih biljaka, ¢ak su se formirali
plodovi sa malo ve¢im pre¢nikom (za 8,6%) u odnosu na plodove iz ON tretmana.
Ukupan prinos (izrazen i kao sveza i suva masa plodova po biljci) se nije statisticki
znacajno razlikovao izmedu ova dva tretmana (Tab. 8). SveZza masa ploda u ovim
tretmanima je iznosila: 2180,46 g/biljci (ON) i 2129,96 g/biljci (DSK), a suva masa
149,37 g/biljci (ON) i 125,56 g/biljci (DSK).

Velic¢ina plodova paradajza takode zavisi i od akumulacije vode od strane biljke,
jer voda sacinjava oko 95% ukupne sveze mase (Ho, 1992). Rezultati Freitas i sar.
(2011) pokazuju da je povecanje ukupne mase plodova u zavisnosti od koli¢ine ABA.
Zbog toga moze da se pretpostavi da zbog produzenog perioda rastenja celija u tretmanu
DSK, dolazi do ve¢e akumulacije vode u plodovima kod biljaka u tretmanu DSK, pa
samim tim i do povecanja sveze mase i prinosa. To moze da uti¢e i na akumulaciju
skroba koji ¢ini 20% suve mase ploda paradajza (Ho i sar., 1983), a takode i na
metabolizam saharoze i transport ugljenih hidrata u plodove, koji je u pozitivnoj

korelaciji sa brzinom rastenja plodova (Wang i sar., 1993).
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Nasi rezultati su pokazali 1 da je u tretmanu RDN, doSlo do znacajne redukcije
broja plodova po biljci u odnosu na tretman ON, ali su se i zbog manje brzine rastenja
plodova obrazovali plodovi sa manjim precnikom i manjom sveZom masom (1523,99
g/biljci) i suvom masom (100.26 g/biljci), Sto je direktno rezultiralo i za oko 30%
manjim prinosom (Tab. 8).

Sli¢an trend je imao i uticaj ispitivanih tretmana kod flacca mutanta na biomasu
plodova (Tab. 8). Rezultati za svezu masu su bili: 521,57 g/biljci (ON), 429,98 g/biljci
(DSK) i 328,32 g/biljci (RDN), dok su za suvu masu iznosili 41,59 g/biljci (ON), 26,81
g/biljci (DSK) i 21,63 g/biljci (RDN). DSK tretman je uticao na redukciju broja plodova
po biljci, ali nije imao uticaj na konac¢nu veli¢inu plodova 1 njihov prinos, dok se
statisti¢ki znacajna razlika javila samo izmedu ON i RDN.

U literaturi postoji dosta razli¢itih podataka o uticaju delimi¢nog suSenja
korenova na prinos paradajza. Neki literaturni podaci pokazuju da se upotrebom tehnike
navodnjavanja DSK prinos paradajza ne menja u odnosu na tretman ON, pa ¢ak i malo
povecava, kako kod paradajza koji se koristi za industrijsku preradu (Zegbe-Dominguez
I sar., 2003; Zegbe i sar., 2006a; Zegbe i sar., 2004; Zegbe i sar., 2006b), tako i kod
paradajza koji se koristi u svezem stanju (Kirda i sar., 2004). Nasuprot tome, postoje
podaci koji navode da primenom DSK tehnike navodnjavanja dolazi do smanjenja
prinosa paradajza (Tahi i sar., 2007; Topcu i sar., 2007). Davies i sar. (2000) su takode
ispitivali efekat DSK tretmana na Ailsa Craig genotip. Njihov zakljucak je da iako ne
postoji statisticki znacajna razlika izmedu broja plodova po biljci, primena DSK
tretmana navodnjavanja znacajno smanjuje ukupnu svezu masu plodova i ukupan prinos
u odnosu na ON, ali ne i suvu masu plodova. Ipak, treba napomenuti da se postavke
ovih i naSih eksperimenata razlikuju. Davies i sar. (2000) su za DSK tretman upotrebili
50% vode od tretmana ON, dok je u nasem eksperimentalnom sistemu za DSK utroseno
vise vode (70%). Slican trend se ispoljio i u rezultatima Savi¢ i sar. (2008) koji su
ispitivanja obavili sa drugim genotipom paradajza (Sunpak). Prema njihovim
rezultatima uslovi vodnog deficita smanjuju ukupan prinos plodova po biljci.

Ove razlike se mogu objasniti ve¢ istaknutim mogu¢im razlikama koje nastaju
usled toga kako se primenjuje DSK tehnika (upotrebljena koli¢ina vode i promena
strane zalivanja), koliko dugo traje ogled, a moZe se pripisati i genotipskim razlikama.

Moze se pretpostaviti da koriSéenje vece koliine vode za navodnjavanje kod DSK
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tretmana, dovodi do toga da koren lakSe detektuje promenu u sadrzaju vode u zemljistu,
Sto olakSava sintezu i ubrzava transport hemijskih signala. Ova pretpostavka je u skladu
sa onom koju su predlozili Tardieu i sar. (1992). Po njima, koli¢ina pristupa¢ne vode u
zemljiStu je znacajnija za biljke izloZene susi, nego ukupni potencijal vode u zemljista.
Pored toga, Dodd i sar. (2008) su ustanovili da za efikasnost hemijskih signala u
tretmanu DSK nije neophodna samo sinteza ABA signala u isuSivanom delu korena, ve¢
je takode neophodno da se odrzi nesmetano usvajanje vode od korena, preko ksilema do
izdanka i plodova. Rezultati Dodd (2007) su pokazali i da na rezultate DSK tretmana
moze da utie heterogenost zemljista ili supstrata u kome se biljke gaje, a koje sa svoje
strane moze da uti¢u na sintezu 1 akumulaciju ABA u korenu kao signala susSe.

Na transport asimilata 1 metabolita izmedu stabla ili listova i plodova moze
indirektno da ukaze i odnos mase listovi/plodovi ili stablo i listovi/plodovi (Hansen,
1971). NasSi rezultati merenja suve i sveze mase kod biljaka u tretmanu DSK mogu
takode biti objasnjeni i tzv. source/sink odnosom ili odnosom izmedu organa koji su
snabdevaci sa asimilatima i organa koji su korisnici asimilata. Veli¢ina ploda i njegovo
rastenje zavise od raspolozivih asimilata (Fanwoua i sar., 2013). U prvim fazama
razvic¢a rastenje plodova zavisi od usvajanja metabolita, vode i minerala iz okolnih
organa. Vecina metabolita se transportuje iz listova (najces¢e u formi saharoze koja se
razlaze do heksoza), ali fotosinteza u mladim plodovima (koji imaju hloroplaste) takode
moze da doprinese razvi¢u ploda i posebno obrazovanju semena (Lytovchenko i sar.,
2011). Davies i sar. (2000) su izneli hipotezu po kojoj na konacan prinos plodova DSK
biljaka takode uti¢e odnos source/sink organa. Ovaj odnos uslovljava transport asimilata
od listova ka plodovima paradajza DSK biljaka. Nasi rezultati pokazuju da se kod RDN
biljaka povecalo ucesce vegetativnih organa u ukupnoj biomasi biljaka u odnosu na
DSK i ON biljke. Stoga se moze pretpostaviti i da je smanjen odnos biomase listova i
plodova kod RDN biljaka (1,23) u odnosu na uzajamni odnos kod ON biljaka (2,06)
usporio transport asimilata ka plodovima. To bi takode mogao biti jedan od uzroka
manjeg prinosa kod ovih biljaka u odnosu na optimalno navodnjavane i DSK biljke
(Tab. 8).

Na osnovu poredenja distribucije ukupne biomase u vegetativnim organima i

plodu ON, DSK i RDN biljaka moZe se pretpostaviti da je povecanje uce$é¢a biomase
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vegetativnih organa u tretmanu DSK izazvalo relativno veci odnos sink/source organa u
odnosu na RDN tretman. Shodno tome, asimilati i voda su preusmereni od listova.

Ispitivanja efikasnosti kori§¢enja vode (WUE) su takode pokazala razlike izmedu
ispitivanih tretmana i genotipova. Kod genotipa Ailsa Craig, efikasnost kori$¢enja vode
(WUE) znacajno se povecala u tretmanima DSK i RDN (za 69,1% i 73,7%) u odnosu na
ON biljke (Tab. 8), dok je kod flacca mutanta WUE bila zna¢ajno ve¢a samo u tretmanu
RDN (za 42,9%).

Sli¢ni rezultati tretmana DSK na WUE su ustanovljeni u mnogim ogledima kod
veceg broja biljnih vrsta. Kod paradajza, u tretmanu DSK gde je primenjivano 50%
vode od tretmana ON, utvrdeno je povecanje WUE u odnosu na tretman ON za 56%
(Kirda i sar., 2004), 59% (Stiki¢ i sar., 2003) 64% (Lei i sar., 2009), 70% (Davies i
sar., 2000; Zegbe i sar., 2004), pa &ak i 200% (Zegbe-Dominguez i sar., 2003) i kod
vinove loze za 80% (Santos i sar., 2003). Generalno se smatra da je u osnovi povec¢anog
WUE u tretmanima DSK, efekat ABA kao hemijskog signala koji se transportuje iz
korena i deluje na stomine celije tako $to smanjuje njihovu otvorenost i tako redukuje
transpiraciju biljaka, kao i na redukciju rastenja Celija listova. Oba procesa, redukcija
transpiracije i rastenja listova doprinose ustedi vode i povecanju efikasnosti u njenom
koriS¢enju. Na ulogu ABA ukazuju rezultati Rodrigues i sar. (2008) u ogledu sa
vinovom lozom, koji su pokazali da u tretmanu DSK dolazi do povecanja ksilemske
ABA 1 delimi¢nog zatvaranja stoma. Pove¢anu koncentraciju ksilemske ABA u DSK
tretmanu i njen uticaj kao signalnog molekula na vecu zatvorenost stoma u odnosu na
ON biljke ustanovili su i drugi autori kod biljaka paradajza (Dodd i sar., 2006; Dodd,
2007; Kudozarova i sar., 2007), suncokreta (Dodd i sar., 2008) i krompira (Liu i sar.,
2006). Pri tome delimi¢na redukcija otvorenosti stominih ¢éelija ne uti¢e u znacajnoj
meri na fotosintezu, kao Sto su pokazali rezultati Savi¢ i sar. (2008) kod paradajza i Liu
i sar. (2006b) kod krompira.

Kod flacca mutanta je ustanovljen pozitivan efekat DSK tretmana na efikasnost
usvajanja vode, ali ovaj efekat, zbog varijabilnosti podataka, nije bio statisticki
znacajan. StatistiCki znacajan efekat se ispoljio kod RDN tretmana jer je u toku tog
tretmana za 33% utroSeno manje vode u odnosu na ON.

Nasi rezultati potvrduju druge literaturne podatke po kojima se primenom DSK

tehnike mogu znacajno smanjiti koli¢ine upotrebljene vode za navodnjavanje, a da se

104



Poglavlje 6 — DISKUSIJA

pri tome znaCajno ne umanji prinos. lako RDN tretman zbog manje koli¢ine vode
poveéava WUE, nedostatak ove tehnike je Sto redukuje prinos. Primena DSK tehnike
moze biti od posebnog znacaja za poljoprivrednu proizvodnju u onim regionima gde
suSa u znacajnoj meri smanjuje prinos, a koli¢ine raspoloZive vode za navodnjavanje su
nedovoljne. Optimalna primena ove metode, medutim, podrazumeva kontrolu vodnog
rezima zemljista i biljaka i u skladu sa tim promenu strane navodnjavanja. To je
neophodno da ne bi doSlo do suSenja korena u nezalivanoj strani (Jovanovi¢ i Stikic,
2012).

6.5. Biohemijski mehanizmi regulacije rastenja plodova

Biohemijski analiza rastenja plodova je obavljena na osnovu rezultata merenja hormona
abscisinske kiseline (ABA) i enzima peroksidaze celijskog zida u sva 3 tretmana (ON,

DSK i RDN), kao i proteomik analize u plodovima ON i DSK biljaka.

Akumulacija ABA u plodovima

U na$im ispitivanjima je merena koli¢ina ABA u perikarpu plodova Ailsa Craig i flacca
biljaka. Iako je poznato da se u toku sazrevanja plodova menja koli¢ina ABA, njena
uloga, kao i uloga drugih hormona u razviéu i sazrevanju plodova, joS uvek nije u
potpunosti razjasnjena (Setha i sar., 2004).

U literaturi postoje razli¢iti podaci o sadrzaju ABA u plodovima u razli¢itim
fazama razvic¢a. Prema Gillaspy i sar. (1993) koncentracija endogene ABA u plodovima
paradajza dostize maksimum u fazi intenzivnog rastenja Celija. Visoka koncentracija
endogene ABA je takode izmerena u toku ranih faza rastenja plodova drugih vrsta poput
jabuke, trednje, citrusa i vinove loze i smatra se da moZe imati vaznu funkciju u
regulaciji rastenja ploda (Kojima, 1996; Smith i sar., 1995). U lokulima i semenima
ploda paradajza izmerena koncentracija ABA je najveca izmedu 45 i 55 dana nakon
cvetanja, a nakon toga opada (Kojima i sar., 1993). Postoje podaci da se ABA
postepeno povecava u toku rastenja plodova paradajza i da svoj maksimum dostize u
fazi prestanka intenzivnog rastenja plodova (Abdel-Rahman i sar., 1975). Neki podaci
ukazuju na to da se koli¢ina ABA u plodovima naglo povecava sa zavrSetkom rastenja i
promenom boje ploda i da je glavni inicijator za pocetak sinteze etilena (Jiang i sar.,

2000; Zhang i sar., 2009). Karakteristika klimakteri¢nih plodova, u koje spada i
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paradajz, je da se u toku sazrevanja plodova povecava proces disanja i biosinteza etilena
koji je i glavni regulator zrenja (Abdel-Rahman i sar., 1975; Carrari i Fernie, 2006;
Gillaspy i sar., 1993). Moguce je da maksimalna koncentracija ABA u plodovima utice
na pocetak produkcije etilena koja prati sazrevanje plodova, jer egzogeno dodata ABA
pospesuje sintezu etilena kod jabuke, jagode i paradajza (Buta i Spaulding, 1994; Zhang
i sar., 2009). Pored toga, ulogu ABA u zrenju plodova su potvrdili i drugi autori (Jia i
sar., 2011; Sheng i sar., 2008; Zhang i sar., 2009), koji su dosli do zaklju¢ka da tretman
inhibitorima sinteze ABA smanjuje i sintezu etilena, Sto se odrazava na odlozeno zrenje
plodova. Setha i sar. (2004) su utvrdili i da se sa sazrevanjem plodova povecava i
koncentracija endogene ABA kod jabuke i trednje.

U naSim istrazivanjima plodova Ailsa Craig, uofeno je postepeno opadanje
koncentracije ABA u svim tretmanima do 45. dpa, $to se poklapa sa pocetkom
sazrevanja plodova (SI. 22A i Tab. 9). Izmedu tretmana ON i DSK, nisu utvrdene
statistiCki znacCajne razlike u koncentraciji ABA u svim ispitivanim fazama razvica.
Medutim, ipak je bila uocljiva vec¢a koncentracija ABA u tretmanu ON, koja je
najizrazenija u fazama 30. i 45. dpa i to za 30% (Tab. 9). Moguce je da je niza
koncentracija ABA u tretmanu DSK imala uticaj na duZzi period rastenja plodova, ali i
kasniji pocetak sazrevanje plodova u odnosu na ON, jer je bio potreban duZzi period da
se ABA akumulira u plodovima.

Rezultati Freitas i sar. (2011) pokazuju da je poveéanje ukupne mase plodova u
zavisnosti od koli¢ine ABA. Zbog toga moze da se pretpostavi da je zbog produzenog
perioda rastenja Celija u nasem tretmanu DSK, doSlo do vece akumulacije vode i
asimilata u plodovima kod ovih biljaka, pa samim tim i do poveéanja sveze mase i
prinosa. U tretmanu RDN u pocetku je izmerena veéa koncentracija ABA u perikarpu
plodova, Sto je verovatno direktan uticaj suSe i moze da objasni usporeno rastenje
plodova i kona¢an manji pre¢nik i masu plodova (Tab. 8).

Sli¢an trend opadanja ABA je utvrden i kod flacca mutanta (SI. 22B). Najveca
koncentracija ABA u najduzem periodu razvi¢a plodova je izmerena u tretmanu RDN
(Tab. 9), sto je verovatno uticalo na konacan, manji pre¢nik plodova ovih biljaka. U
tretmanima ON i DSK, trend promene ABA je bio dosta slican. Na kraju ogleda nisu

utvrdene statisticki znacajne razlike u veli¢ini plodova izmedu ova dva tretmana.
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Ocekivano, utvrdena je 1 znaCajna razlika u koncentraciji ABA izmedu Ailsa
Craig 1 flacca biljaka. Prose¢na koncentracija ABA u plodovima flacca biljaka je bila
38% od koncentracije u plodovima Ailsa Craig, a istovremeno plodovi flacca biljaka su
bili znacajno manji (Tab. 8). Rezultati Nitsch i sar. (2012) su takode pokazali da je
smanjena koli¢ina ABA u plodovima flacca i notabilis ABA mutanata dovela do
obrazovanja manjih plodova, ali da mala koncentracija ABA u plodovima nije bila u
korelaciji sa promenama u koncentraciji auksina, ve¢ sa obrazovanjem etilena. To je
takode potvrdilo hipotezu da kod divljeg tipa akumulacija ABA uti¢e na rastenje Celija
preko negativnog efekta na sintezu etilena. Ovakav antagonisticki efekat ABA 1 etilena
moze da objasni i zbog Cega su plodovi flacca biljaka u naSim eksperimentima bili
znac¢ajno manji od plodova divljeg tipa (Ailsa Craig). Medutim, treba imati u vidu i da
postoje rezultati koji ukazuju i da ABA ima i nezavistan od etilena efekat na rastenje ili
na osetljivost tkiva na etilen (Dodd i sar., 2009).

Treba istaéi i da najnoviji rezultati ispitivanja uloge hormona u toku formiranja,
rastenja i sazrevanja plodova, kao i genske regulacije njihove sinteze i akumulacije,
ukazuju da su auksini, giberelini, citokinini primarni regulatori formiranja plodova, da
auksini i citokinini reguliSu rastenje, a ABA i etilen sazrevanje plodova (Kumar i sar.,
2014). Medutim, naSa istraZivanja nisu obuhvatila merenja koncentracije drugih
hormona, sem ABA u plodovima. Od posebnog znaaja za razumevanje procesa
rastenja i razvica plodova u nasim eksperimentalnim uslovima bila bi ispitivanja etilena
¢iji interakcijski odnosi bi mogli znacajno da doprinesu objasnjenju efekata DSK i RDN

na plodove paradajza.

Peroksidaza

U naSim istrazivanju, generalno posmatrano, porast u aktivnosti jonski vezane
peroksidaze ¢elijskog zida korespondira sa prestankom rastenja i pocetkom sazrevanja
plodova (Tab. 10 i Sl. 25). Poznato je da peroksidaze ¢elijskog zida aktivno uestvuju u
procesima rastenja. One smanjuju ekstenzibilnost zida tako Sto kataliSu oksidaciju
fenola stvarajuci difenolne mostove izmedu polimera. To vodi vezivanju ugljenih
hidrata i glikoproteina u ¢elijskom zidu (Fry, 1986; Hatfield i sar., 1999; MacAdam i
sar., 1992; Passardi i sar., 2004). Uloga peroksidaza u zoni rastenja gde ¢éelije rastu je

da kada se formira novi zid “zakljuca zajedno” celulozne mikrofibrile i spre¢i njihovo
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rastezanje. Sa druge strane peroksidaza u zoni diferenciranih celija ucestvuje u
metabolizmu lignina i tako potpomaze stvaranje sekundarnog zida (Stiki¢ i Jovanovié,
2015).

Prema Aganchich i sar. (2007) porast u aktivnosti peroksidaza u uslovima stresa
suse moze da predstavlja adaptivnu reakciju na sintezu aktivnih oksidativnih supstanci i
slobodnih radikala koji nastaju kao rezultat suSom indukovanog oksidativnog stresa
(Sofo i sar., 2004; Sofo i sar., 2005; Smirnoff, 1993). Pored njene antioksidativne
funkcije, porast u aktivnosti peroksidaza moze da dovede do promene u mehanickim
osobinama ¢elijskog zida, indukujuéi lignifikaciju i izazivajuci inaktivaciju auksina, $to
dovodi do obustavljanja rastenja i Sto je u korelaciji sa adaptacijom biljaka na suSu
(Sofo i sar., 2005). Rezultati istraZivanja veCeg broja autora su pokazali i da
peroksidaza celijskog zida ima ulogu u biohemijskoj inhibiciji rastenja Celija lista i
ploda u susi (Bacon i sar., 1997a; Bakovi¢ i Jovanovi¢, 2003; Jovanovic¢ i sar., 2004;
Savi¢ i sar., 2008; Vuceli¢ Radovi¢ i sar., 2008).

Istrazivanja Thompson (2001) su pokazala da pH ploda ima znacajan uticaj na
istezanje 1 plasti¢nost ¢elijskog zida ploda paradajza i da je optimalna vrednost pH oko
5.0. Moguce je da povecanje pH ima ulogu u regulaciji rastenja ¢elija preko efekta na
aktivnost enzima celijskog zida ili na redistribuciju ABA kao Sto su ukazali rezultati
Savi¢ i sar. (2008). Rezultati Ismail i Phizackerley (2009) su pokazali i da peroksidaza
moze da ucestvuje u redukciji rastenja u toku sazrevanja plodova biljaka gajenih u
uslovima delimi¢nog navodnjavanja korenova.

Kod genotipa Ailsa Craig razlike u aktivnosti peroksidaze izmedu tretmana ON 1
DSK zapocinju od 20. dpa kada aktivnost peroksidaze u plodovima ON biljaka pocinje
naglo da raste da bi najvecu aktivnost dostigla u fazi 45. dpa (od 0,62 HRPEU/g sveze
mase do 6,96 HRPEU/g sveze mase). Nagli skok u aktivnosti enzima kod DSK plodova
zapocinje nesto kasnije u fazi 30. dpa (od 1,52 HRPEU/g sveZe mase) i duze traje tako
da su najvece vrednosti aktivnosti enzima izmerene na kraju ispitivanog perioda (5,27
HRPEU/g sveze mase). Poredenja rezultata enzimske aktivnosti sa dinamikom rastenja
plodova su pokazala da porast aktivnosti enzima u oba tretmana zapoc€inje sa fazom u
toku koje je brzina rastenja dostigla svoj maksimum, dok se maksimumi aktivnosti
poklapaju sa periodom kada su plodovi zavrsili svoje rastenje (SI. 26A i B). Ono $to je

takode uocljivo je i da sporije rastenje i duzi period porasta aktivnosti enzima odgovara
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duZem periodu rastenja plodova. MoZe se pretpostaviti da je duZe i sporije rastenje DSK
plodova u odnosu na ON plodove rezultat nizih maksimalnih vrednosti aktivnosti
peroksidaze i njenog sporijeg porasta. Takode se moze pretpostaviti i da je to rezultiralo
time da su plodovi u tretmanu DSK na kraju dostigli ¢ak nesto malo veéi pre¢nik od
plodova ON biljaka, iako im je brzina rastenja bila manja.

Dinamika promene aktivnosti enzima RDN plodova je sli¢éna promeni aktivnosti
kod ON plodova, ali u mnogo manjem obimu (SI. 26C). Kod plodova ON i RDN biljaka
porast aktivnosti peroksidaze zapo€inje u periodu kada su plodovi dostigli maksimalnu
brzinu rastenja (20. dpa), zatim aktivnost raste sa opadanjem brzine rastenja plodova da
bi maksimum porasta dostigla u fazi kada plodovi prekidaju sa rastenjem (45. dpa) i
potom sledi faza opadanja aktivnosti. Razlika u tretmanima se ispoljila u izmerenim
vrednostima enzima i to posebno u pocetnim merenjima. U plodovima iz tretmana
RDN, skoro duplo veca aktivnost peroksidaze u odnosu na tretmane ON i DSK
izmerena je na pocetku merenja (u fazi 15. dpa, 0.91 HRPEU/g sveze mase). Ti rezultati
mozda mogu i da objasne manju brzinu rastenja ovih plodova u odnosu na plodove ON i
DSK biljaka.

Dinamika promene aktivnosti peroksidaze u plodovima flacca mutanta je sli¢na
dinamici promene aktivnosti u svim tretmanima kod Ailsa Craig plodova (Tab. 10, SI.
25B). Razlike se ispoljavaju u aktivnosti enzima koja je mnogo manja (min 0,28
HRPEU/g sveze mase do max. 2,17 HRPEU/g sveze mase) u odnosu na izmerene
vrednosti kod Ailsa Craig (min 0,40 HRPEU/g sveze mase do max. 6,96 HRPEU/g
sveze mase). Dinamika promene aktivnosti enzima prati dinamiku rastenja plodova (SI.
27). Takode treba ista¢i i da se u plodovima DSK biljaka oba genotipa aktivnost
peroksidaze nastavlja i u fazi 60. dpa kada je rastenje plodova zavrseno.

Poznato je da za vreme sazrevanja plodova nastaju promene u ¢elijskom zidu
koje uti¢u na formiranje novih izoenzima peroksidaze (Andrews i sar., 2002; Andrews i
sar., 2000; Thompson i sar., 1998; Vicente i sar., 2007). De Souza i MacAdam (1998)
su pomocu izoelektricnog fokusiranja identifikovali nekoliko izoformi peroksidaze sa
razli¢itim optimumima pH, pri ¢emu su u homogenatu lista konstatovali aktivnost i
kiselih 1 baznih izoformi koje se sve izoluju i1 identifikuju pomocu gvajakol testa, ali
koje nemaju istu ulogu u rastenju ¢elija. Rezultati Savi¢ i sar. (2008) i Vuceli¢ Radovié¢

I sar. (2008) su ukazali da peroksidaza moze da igra razlicitu ulogu i to tako sto kod
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RDN plodova utice na redukciju procesa rastenja (usporava izduzivanje Celija), a kod
DSK i verovatno, ON plodova pospeSuje sazrevanje plodova. To bi moglo da objasni i
nasSe rezultate jer u tretmanu DSK od momenta kada plodovi dostignu svoj tipi¢an oblik
i veli¢inu do zrenja prode period od oko 4-5 dana, dok je u tretmanu RDN taj period
znatno duzi i traje 10-12 dana. Dalja istrazivanja efekata peroksidaze i, posebno njenih
izoformi, doprinela bi razumevanju uloge peroksidaze u procesu rastenja i razvica
plodova.

Prema literaturnim podacima, aktivnost peroksidaze moze da se dovede u vezu
sa hormonskim statusom biljke. Rezultati Lin i Kao (2001) su pokazali da povecana
koncentracija ABA prethodi povecanju u aktivnosti peroksidaza u korenu pirinca.
Medutim, rezultati Andrews (2003) ukazuju na mogucnost da je povecanje u aktivnosti
peroksidaza u toku sazrevanja plodova indukovano etilenom ¢ija koncentracija raste
tokom degradacije hlorofila i prilikom sazrevanja plodova. Kao $to je ve¢ istaknuto, u
naSim istrazivanjima nije merena koncentracija etilena, ali poredenja dinamike promene
enzima peroksidaze i koncentracije ABA ukazuju na antagonisticki efekat izmedu
aktivnosti peroksidaze i koli¢ine ABA u perikarpu plodova u svim tretmanima i kod oba
ispitivana genotipa (SI. 28 i 29). U literaturi ne postoje rezultati koji se odnose na
uzajamne odnose ABA, etilena i peroksidaze, tako da bi buduca istrazivanja morala biti
bazirana na ovim ispitivanjima. To bi bilo od posebnog znacaja za objasnjenje rastenja

plodova kod ABA deficitarnog mutanta flacca.

Proteomik analiza

Zbog boljeg razumevanje efekta tretmana DSK na rastenje celija plodova paradajza,
uradena je proteomik analiza i to kod plodova starih 15. dpa i 30. dpa. Plodovi starosti
15. dpa su u fazi intenzivnog rastenja ¢elija i ubrzanog povecanja ¢elijske zapremine, a
plodovi starosti 30. dpa su u fazi pocetka sazrevanja plodova. Kod genotipa Ailsa Craig,
analizirani su efekti faze razvoja (15. i 30. dpa) i efekti tretmana (ON i DSK) na razlike
u regulaciji sinteze proteina. Pored toga, uradeno je i poredenje efekta tretmana (ON i
DSK) u fazi 30. dpa izmedu dva posmatrana genotipa (Ailsa Craig i mutanta flacca).
Zbog malog broja i sitnih plodova kod flacca mutanta, nije bilo dovoljno uzorka za

analizu efekta tretmana u fazi 15. dpa izmedu genotipa Ailsa Craig i flacca.
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Metabolizam ugljenih hidrata

Nasi rezultati pokazuju da proteini koji imaju udela u metabolizmu ugljenih hidrata
uglavnom pokazuju smanjenu sintezu u tretmanu DSK u odnosu na tretman ON i to u
obe faze razvica plodova. Utvrdena je i smanjena akumulacija viSe proteina kod starijih
plodova. Sa druge strane, analizom efekta faze razvi¢a plodova u tretmanima DSK i
ON, povecéana akumulacija veéine proteina je primecena u starijim plodovima (30. dpa)
kod oba tretmana. Ovi rezultati poredenja faze razvica plodova su u skladu sa
rezultatima Faurobert i sar. (2007b) koji su pokazali da veéina proteina sa funkcijom u
metabolizmu ugljenih hidrata ima povecanu ekspresiju u starijim fazama razvica
plodova, a maksimum dostiZzu u zrelim plodovima. Kod flacca mutanta, kod vecine
proteina nije primeéena znacajna razlika izmedu posmatranih tretmana u fazi 30. dpa. U
odnosu na Ailsa Craig, kod flacca plodova u tretmanu ON veéina proteina je
akumulirana u manjoj koli¢ini, dok je u DSK tretmanu koli¢ina veceg broja proteina
jednaka kod oba genotipa.

Vecéina proteina iz ove grupe ima funkciju u primarnom metabolizmu ugljenih
hidrata, Sto podrazumeva procese glikolize 1 ciklus trikarboksilnih kiselina. Kod
genotipa Ailsa Craig, u 30. dpa utvrdeno je da je nekoliko enzima imalo poveéanu
ekspresiju u oba tretmana u odnosu na 15. dpa. Dihidrolipoamid-dehidrogenaza (tacka
48) 1 piruvatdehidrogenaza (tacka 37) salinjavaju multienzimski kompleks koji
transformiSe piruvat u acetil Co-A i povezuje proces glikolize sa ciklusom
trikarboksilnih kiselina. Oba enzima imaju smanjenu ekspresiju u tretmanu DSK u
odnosu na ON. Takode je primecena i njihova smanjena sinteza kod flacca plodova u
odnosu na Ailsa Craig u tretmanu ON. Ipak, u ogledu sa paradajzom u kom je izazvan
stres soli (Manaa i sar., 2011), piruvat-dehidrogenaza je imala povecanu ekspresiju u
korenu tretiranih biljaka, ali je njena ukupna koli¢ina bila slicna kao i kod DSK i
tretmana ON. Imajuc¢i u vidu da je efekat interakcije izmedu tretmana i faze razvica
veoma znacajan, ovaj rezultat ne bi trebao da bude posledica tretmana.

Glikoliza je veoma znacajan proces za tkiva koja rastu jer se njeni intermedijeri
mogu Koristiti za sintezu niza jedinjenja kao Sto su: fenilpropanoidi, izoprenoidi, amino
ili masne kiseline (Voll i sar., 2009). Nasi rezultati su pokazali smanjenu sintezu vecine
proteina koji imaju funkciju u glikolizi u plodovima DSK biljaka. Dve tacke, koje

zapravo predstavljaju isti protein, imaju razli¢itu regulaciju i identifikovane su kao
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enolaza. Za enolazu (tacka 9) je utvrdena smanjena sinteza u tretmanu DSK u odnosu na
ON i kod flacca mutanta, u odnosu na Ailsa Craig u tretmanu ON. Nasuprot tome, za
enolazu identifikovanu kao tacku 33 je utvrdena povecana sinteza u DSK tretmanu u 15.
dpa kod Ailsa Craig; kod flacca u odnosu na Ailsa Craig u oba posmatrana tretmana,
kao i kod ON flacca biljaka u odnosu na DSK. Iz literature se zna da ovaj enzim ima
funkciju signalnog molekula u uslovima dejstva mnogih stresnih faktora spoljasnje
sredine, kao S§to su stres soli, suSe, hladnoce i anaerobni stres i to kod mnogih biljnih
vrsta (Riccardi i sar., 1998; Umeda i sar., 1994; Yan i sar., 2005). Takode moze da
deluje i kao pozitivan regulator nekih stresom indukovanih gena (Lee i sar., 2002). S
obzirom da naSa analiza nije obuhvatila zrele plodove, moguée je da je utvrdena
redukcija samo jedanog proteina (enolaza, tatka 33) u ON plodovima prolaznog
karaktera. Zbog toga je teSko objasniti metabolicke posledice utvrdenih promena ovog
enzima.

Carrari i Fernie (2006) su detaljnom analizom metabolicke regulacije razvica
plodova paradajza otkrili da se glikoliza znacajno povecava pre pocetka sazrevanja
plodova zajedno sa povecanjem biosinteze etilena. Takav metabolicki trend podrzavaju
nasi rezultati u kojima je utvrdena povecana koli¢ina dva enzima iz metabolizma
ugljeninh hidrata i to: triozafofat-izomeraze (tacka 56) i gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaze (tacka 58) u fazi 15. dpa. Takode je utvrdeno i zna¢ajno povecanje i u
30. dpa fazi kod oba tretmana i oba genotipa. Povecanje sinteze ovih enzima u toku
rastenja ploda je znacajno za porast metabolickog fluksa u glikolizi, koji je znacajan za
sintezu ATP i etilena, neophodnih za sazrevanje plodova.

Od ostalih proteina metabolizma ugljenih hidrata, izdvaja se acid-beta
fruktofuranozidaza (tacka 23). Ovaj enzim razlaze saharozu na glukozu i fruktozu, koji
su izvori energije i ugljenika, neophodni za rastenje tkiva. Pored toga imaju funkciju u
poveéanju osmotskog potencijala i ulogu u izduzivanju ¢elija i rastenju biljaka (Sturm,
1999). Rezultati naSih ogleda su pokazali i da kisela beta fruktofuranozidaza ima
smanjenu ekspresiju u 30. dpa kod plodova u tretmanu DSK u odnosu na ON kod
genotipa Ailsa Craig, kao i kod flacca plodova u tretmanu ON u odnosu na Ailsa Craig.
Ova razlika moze da bude u osnovi sporijeg povecanja ¢elija plodova u tretmanu DSK i
flacca. Pored ovog, jo$ Cetiri proteina, ¢ija je uloga u procesu glikolize, pokazala su

smanjenu ekspresiju u tretmanu DSK i kod flacca plodova u 30. dpa u odnosu na biljke
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u tretmanu ON. To su: piruvat-kinaza izoenzim G (tatka 16), dve izoforme
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (tacke 28 i 58) i trioza-fosfat-izomeraza (tacka 56).

Acetoacil-CoA tiolaza je neophodan za izgradnju C lanca jer katalise tioliticko
razlaganje acetoacil-CoA i reversnu kondenzaciju acetil-CoA (Dyer i sar., 2009). Ovaj
enzim (tacka 44) je pokazao smanjenu ekspresiju u DSK plodovima faze 15. dpa u
odnosu na ON plodove u istoj fazi. Ketoacil-ACP sintetaza (tacka 19) je protein
odgovaran za sintezu masnih kiselina jer katalie porast ugljenikovog lanca (Siggaard-
Andersen i sar., 1991). Rezultati su pokazali i da je ovaj protein takode imao smanjenu
ekspresiju kod DSK plodova, u odnosu na ON plodove i to u obe ispitivane faze
razvi¢a, kao i kod flacca. Ovi rezultati ukazuju da je smanjen metaboli¢ki fluks u
tretmanu DSK u odnosu na ON, §to moZda moZe da objasni sporiju dinamiku rastenja
plodova u tretmanu DSK i flacca u odnosu na ON biljke.

Tesko je porediti rezultate iz ovog ogleda, gde je primenjena DSK tehnika
navodnjavanja, sa drugim literaturnim podacima jer se u dosadadnjim ispitivanjima
uglavnom izucavala klasicna susSa ili stres soli. Pored toga, do sada nije radena
proteomik analiza mutanta flacca. Poznato je da se metabolizam ugljenih hidrata veoma
brzo normalizuje posle stresa soli. U vecini istrazivanja, koja su postavljena kao
kratkotrajni eksperimenti u kojima se ispituje stres soli ili osmotski stres, primecena je
smanjena ekspresija gena iz metabolizma ugljenih hidrata (Jiang i Deyholos, 2006;
Kerepesi i Galiba, 2000; Ndimba i sar., 2005; Wang i sar., 1999). Nasuprot tome,
rezultati Manaa i sar. (2011) su pokazali da duzi period trajanja stresa generalno
povecava sintezu proteina koji odgovaraju primarnim metabolickim procesima kao $to
su: glikoliza i Krebsov ciklus, sinteza pentozo-fosfata i skroba. | pored toga, efekat
tretmana DSK na proteine metabolizma ugljenih hidrata u nasim ogledima pokazuje
slican trend, kao i rezultati istrazivanja ostvareni u kratkoro¢nim eksperimentima sa

osmotskim ili stresom soli.

Metabolizam aminokiselina

U kategoriji metabolizma aminokiselina, znacajan efekat tretmana je utvrden kod
nekoliko enzima koji su ukljuceni u njihovu biosintezu. Za glutamin-sintetazu (tacka
35), koja kataliSe inkorporaciju neorganskog amonijaka u glutaminsku kiselinu da bi se

formirao glutamin (Perez-Garcia i sar., 1998), je utvrdena povecana sinteza u ranoj fazi
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rastenja plodova u tretmanu DSK (15. dpa). Rezultati viSe autora su pokazali da ovaj
enzim ima znacajnu ulogu u osmotskom prilagodavanju korenova u uslovima stresa
soli, ali i da ima zaStitnu ulogu za druge enzime i membrane (Ouyang i sar., 2007;
Yancey i sar., 1982). Sa druge strane postoje i rezultati koji pokazuju da je porast u
ekspresiji ovog enzima rezultat navodnjavanja korenova koji su prethodno bili izlagani
susi (Bhatti i sar., 2000). S-adenozilmetionin-sintetaza kataliSe biosintezu S-adenozil-L-
metionina koji je prekusor sinteze etilena i fenilpropanoidnih komponenti ¢éelijskog
zida. Dva izoenzima S-adenozilmetionin sintetaze (tacka 18 i 64) imala su smanjenu
ekspresiju kod DSK plodova Ailsa Craig u obe faze razvic¢a (i u 15. dpa u odnosu na
30. dpa), kao i kod flacca mutanta. Stoga se moZe pretpostaviti da je u DSK tretmanu, u
fazi intenzivnog rastenja Celije (15. dpa) i kod flacca plodova zbog toga doslo i do
smanjena sinteze lignina i drugih sekundarnih metabolita. Citosolna cistein-sintaza
(tacka 7) kataliSe poslednju fazu u biosintezi L-cisteina, koji moze da sluzi za sintezu
proteina ili glutationa, a funkcioniSe kao S-donor za metionin i biosintezu sekundarnih
metabolita (Barroso i sar., 1999). Smanjena sinteza ovog i drugih enzima koji su u vezi

sa metabolizmom aminokiselina, u 30. dpa u tretmanu DSK i kod flacca, prate trend.

Sinteza i degradacija proteina

Identifikovano je i1 nekoliko enzima koji ucestvuju u procesu sinteze i1 degradacije
proteina. Medu njima se cistein-proteinaza 3 (tacka 12) koja se javila u dvostruko vecoj
koli¢ini kod genotipa Ailsa Craig u 30. dpa u oba tretmana, u odnosu na fazu 15. dpa.
Poznato je da ovaj enzim ucestvuje u ,,programiranoj Celijskoj smrti* i da se javlja kao
odgovor na stres. Faurobert i sar. (2007b) su u proteomik analizi plodova utvrdili
njegovo povecanje za Sve vreme razvica plodova. Smanjena ekspresija cistein-
proteinaze u tretmanu DSK i kod flacca plodova je u skladu sa utvrdenim sporijim
razvicem plodova u ovom tretmanu u odnosu na plodove u tretmanu ON. EPB1 protein
prati sli¢an trend promene, ali u neSto manjem obimu. Smanjena sinteza subjedinice
proteazoma koji je deo ATP-zavisnog multienzimskog proteinaznog kompleksa (tacka
26) u obe faze razvic¢a ploda u tretmanu DSK, kod DSK tretmana u flacca plodovima,
kao i kod flacca u odnosu na Ailsa Craig, ukazuje da je doSlo do usmeravanja

katabolickih procesa u cilju o¢uvanja neophodne energije.
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Sumpor (tacka 30) je subjedinica Mg-helataze, enzima koji je ucestvuje u
sintezu hlorofila. Opadanje njegove sinteze je povezano sa prelaskom hloroplasta u
hromoplaste (Rocco i sar., 2006), §to je u skladu sa naSim rezultatima, jer je njegova
manja koli¢ina uocena u fazi 30. dpa kod Ailsa Craig. Kod flacca, u istoj fazi razviéa,
njegova koli¢ina je znatno veéa kod oba tretmana, Sto podrzava teoriju o sporijem

razvi¢u plodova flacca biljaka u odnosu na Ailsa Craig.

Proteini celijskog zida i energetskog metabolizma

Da bi odrzale homeostazis u uslovima stresa i uspostavile mehanizme odbrane, biljkama
je neophodna dodatna energija. Poznato je i da suSa dovodi do opadanja intenziteta
fotosinteze, §to rezultira i smanjenom sintezom ATP. Povecana sinteza ATP u uslovima
stresa povecava i otpornost biljaka na stres (Zhang i sar., 2008). Enzim ATP-sintetaza
ima centralnu ulogu u sintezi ATP u hloroplastima i mitohondrijama, pa je aktivnost
ovog enzima od posebnog znacaja za otpornost biljaka na stres. Zhang i sar. (2008) su
pokazali da poveéana ekspresija gena za ATP-sintetazu rezultira poveé¢anjem otpornosti
na susu kod Arabidopsis-a.

Dva proteina iz kategorije energetskog metabolizma koji uéestvuju u sintezi
ATP su pokazala razli¢ite nivoe ekspresije. Delta lanac ATP-sintetaze iz hloroplasta
(tacka 24) je imao povecanu ekspresiju u DSK tretmanu, dok je podjedinica a ATP-
sintetaze (tacka 21), kao sekretorni protein, imala smanjenu ekspresiju u tretmanu DSK
u obe faze razvica. Na osnovu postojece literature, teSko je objasniti ove suprotne
promene. Moze da se pretpostavi da postoje povecani zahtevi za energijom od strane
hloroplasta koji se u daljem toku razvic¢a ploda transformiSu u hromoplaste i koji mogu
da budu kompenzovani razli¢itim mehanizmima iz drugih ¢elijskih kompartimenata
(Asakura i sar., 2007).

Magnezijum-zavisna rastvorljiva neorganska pirofosfataza (tatka 27) je enzim
koji kataliSe hidrolizu neorganskog fosfata (Ppi) do 2 molekula ortofosfata (Pi) i tako
obezbeduje energiju za niz anaboli¢kih procesa (Du Jardin i sar., 1995). U naSim
istrazivanjima smanjena sinteza ovog enzima je utvrdena kod DSK plodova u odnosu na
ON plodove, i to u ranijoj fazi razvic¢a ploda. Smanjena sinteza ovog enzima moze biti u
skladu sa njegovom ulogom u anabolizmu. To odgovara ve¢ uofenom generalnom

trendu smanjene sinteze proteina iz kategorije metabolizma ugljenih hidrata za plodove
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DSK biljaka. Kod flacca mutanta statisticki znacajno smanjenje Sinteze proteina
energetskog metabolizma u odnosu na genotip Ailsa Craig, je uo¢eno samo u plodovima
ON biljaka.

Rastenje plodova u periodu izmedu 15. i 30. dpa je rezultat povecanja celijske
zapremine, koji zahteva pored energije i biosintezu metabolita ¢elijskog zida. Proteomik
analizom uoceno je 5 proteina koji su svrstani u grupu proteina céelijskog zida. Cinamil-
alkohol-dehidrogenaza (CAD), tacka 14 na gelu, pripada grupi NADPH-zavisnih
enzima i kataliSe redukciju razli¢itih fenilpropenil aldehidnih derivata i drugih
komponenata ¢elijskog zida (Molina i sar., 2008). Ta konverzija ukljucuje monoglikole
koji su kasnije prekusori lignina i lignana ¢elijskog zida. Prolil-4-hidroksilaza (tacka 60)
kataliSe formiranje 4-hidroksiprolina. Prema rezultatima Molina i sar. (2008) CAD
ucestvuje u sintezi ekstenzina i njihovoj aktivnosti u toku obrazovanja celijskog zida.
Slicno tome UDP-glukoza, protein slian transglukozilaznom proteinu (tacka 62)
ucestvuje u sintezi glukana, koji ima ulogu u sintezi polisaharida ¢éelijskog zida (Li i
sar., 2008). SGRP-1 protein (tacka 65) je glicinom bogat protein i pripada grupi
strukturnih proteina ¢elijskog zida, dok UDP-L-ramnoza sintaza (tatka 66) ima ulogu u
sintezi pektinskih polisaharida ¢elijskog zida. U fazi 30. dpa uocen je veéi broj proteina,
iz grupe proteina Celijskog zida, koji imaju povecanu ekspresiju u odnosu na 15. dpa u
tretmanu DSK. Ovo ukazuje na to da je metabolic¢ka aktivnost plodova u tretmanu DSK
za vreme povecanja Celijske zapremine orijentisana ka metabolizmu ¢elijskog zida.
Poredenjem efekta DSK i ON tretmana u fazi 15. dpa, skoro svi proteini iz grupe
proteina ¢elijskog zida u ON plodovima imaju povec¢anu ekspresiju u odnosu na DSK
plodove, ali u fazi 30. dpa nije uoéena statisticki znacajna razlika izmedu tretmana, osim
kod CAD proteina.

U naSoj proteomik analizi nisu bili ispitivani zreli plodovi, ali je primeceno da se
sinteza proteina cCelijskog zida i energetskog metabolizma generalno povecava sa
zrenjem plodova. MoZemo da pretpostavimo da bi sa zrenjem plodova do$lo do
povecane sinteze ovih proteina, jer su to procesi koji su neophodni za izduzivanje ¢elija.
Moze se pretpostaviti i da su takvi metaboli¢ki procesi omogucéili DSK plodovima
produzen period rastenja Sto je rezultiralo ve¢im pre¢nikom plodova u odnosu na ON

plodove na kraju ogleda. Takode je uo¢eno da je kod genotipa flacca bila smanjena
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sinteza svih proteina ¢elijskog zida u odnosu na genotip Ailsa Craig, $to moze da bude

posledica manje veli¢ine plodova kod flacca.

Antioksidativni i odbrambeni proteini

Poznato je da oksidativni stres i obrazovanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) mogu
indukovati razli€iti abioticki 1 bioticki stresni faktori 1 da oksidativni stres moze da
dovede do oStecenja razli¢itih organskih jedinjenja u ¢eliji, ukljucujuéi lipide, proteine
ili nukleinske kiseline. Odbrambeni mehanizmi obuhvataju razli¢ite antioksidativne
enzime ili antioksidativna jedinjenja. Kod antioksidativnih enzima, superoksid-
dismutaze (SOD) ucestvuju u tzv. prvoj liniji odbrane od oksidativnog stresa, jer
prevode superoksid u manje toksi¢an molekul vodonik peroksid. Askorbat-peroksidaze
(APX), glutation peroksidaze i katalaze zatim vrSe detoksikaciju vodonik peroksida
(Foyer i Noctor, 2005).

Kao $to je vec istaknuto brojni rezultati su pokazali da je uloga antioksidativnog
enzima peroksidaze (frakcije vezane za celijski zid) od posebnog znacaja u kontroli
rastenja Celija razli¢itih biljnih vrsta (Bacon i sar., 1997a; Jovanovi¢ i sar., 2004,
Thompson i sar., 1998). Nasi prethodni rezultati (Savic i sar., 2008), kao i prethodno
predstavljeni rezultati, su pokazali da se aktivnost peroksidaze ¢elijskog zida povecava
za vreme usporavanja rastenja kod oba genotipa u svim tretmanima (SI. 26 i 27), kao i u
toku sazrevanja plodova (u tretmanu DSK). Ovakvi rezultati sugeriSu da je taj enzim
odgovoran za sazrevanje plodova izazivaju¢i ubrzano sazrevanje plodova u tretmanu
DSK, od trenutka kada plodovi dostignu svoj tipi¢an oblik 1 veli¢inu.

Neki rezultati takode ukazuju na to da tretman DSK moZe da izazove
oksidativan stres u listu i korenu razli¢itih biljaka. U listovima paradajza Tahi i sar.
(2008) su wocili povecanu aktivnost superoksid-dizmutaze (SOD), rastvorljive
peroksidaze (POX) i polifenol-oksidaze (PPO) u ranijim fazama vodnog deficita, koja
se kasnije smanjuje u preostalim fazama ciklusa isuSivanja. U istom eksperimentu,
aktivnost SOD, POX i PPO je pokazala naizmeni¢nu povecanu, pa smanjenu aktivnost,
paralelno sa naizmeni¢nim nac¢inom navodnjavanja kod DSK korenova. Povecanje
aktivnosti antioksidativnih enzima je takode potvrdeno i od strane Lei i sar. (2009) i Hu
i sar. (2010). Ipak, treba naglasiti da su njihovi rezultati iz eksperimenata gde se u DSK

tretmanu koristilo mnogo manje vode za navodnjavanje (50% od ON), dok je u ovom
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istrazivanju koriS¢eno 70% vode od tretmana ON. Pored toga, u nasim prethodnim
ogledima pracena je neenzimska aktivnost u plodovima paradajza i krtolama krompira
gajenim u plastenickoj proizvodnji i na otvorenom polju tehnikom DSK. Ovi rezultati
pokazuju da povecana aktivnost antioksidativnih jedinjenja kod biljaka tretiranih
tehnikom DSK ima pozitivan efekat na nutritivne karakteristike ovih biljaka (Jensen i
sar., 2010; Jovanovi¢ i sar., 2004).

Rezultati naSih proteomik istraZzivanja su pokazali da je rastenje i ON i DSK
plodova Ailsa Craig praceno sa zna¢ajnom promenom antioksidativnih enzima, posebno
superoksid-dismutaze (SOD), askorbat-peroksidaze (APX) i tioredoksina. Izmedu
posmatranih genotipa, smanjena sinteza antioksidativnih proteina primeéena je
uglavnom kod flacca plodova. Poveéana akumulacija u tretmanu DSK i kod flacca u
ON u odnosu na Ailsa Craig, je uoc¢ena kod cTP (hloroplast-triazitni peptid) superoksid
dismutaze (tacka 45), dok je citosolna Cu/Zu-superoksid-dismutaza (tacka 70) ostala
nepromenjena. Rezultati kod transgenih biljaka duvana pokazali su da povecana
pojedinac¢na ekspresija citosolne Cu/Zu-superoksid-dismutaze ili askorbat-peroksidaze u
citosolu, ili njihova kombinacija, ublazava negativne efekte stresa suse (Faize i sar.,
2011).

Rezultati proteomik analize takode pokazuju znaajno povecanje citosolne
askorbat-peroksidaze (tacka 10) u 30. dpa u tretmanu DSK, koja zajedno sa poveéanjem
SOD moZe znacajno da poboljSa otpornost na stres izazvan tretmanom DSK. Ovi
rezultati ukazuju da aktivnost ovih enzima omogucava plodovima u tretmanu DSK da
nastavljaju sa rastenjem i posle 30. dpa i da to, potom, doprinosi obrazovanju vecih
plodova u odnosu na tretman ON.

Rezultati drugih istrazivanja takode ukazuju i na povezanost regulacije sinteze
antioksidativnih enzima sa fazom razvica plodova. Faurobert i sar. (2007b) i Mondal i
sar. (2004) su utvrdili da se u plodovima koji po¢inju da sazrevaju povecava ekspresija
enzima za detoksifikaciju H,O, i da to traje do kraja procesa sazrevanja. lako ovom
analizom nisu obuhvaceni plodovi u kasnijim fazama razvic¢a (pocetak zrenja i zreli
plodovi), povecana sinteza APX (tacke 10, 20, i 49), lokalizovane u razli¢itim delovima
¢elije i citosolna SOD (tacka 70) moze da se dovede u vezu sa promenama do kojih
dolazi u toku razvi¢a plodova u tretmanu DSK i1 ON. U tretmanu DSK, APX imaju

slican vremenski obrazac ekspresije kao i proteini Celijskog zida. Sadrzaj APX prati
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njihovu smanjenu sintezu u 15. dpa, ali njihova biosinteza se tada intenzivira, a u 30.
dpa oni dostizu nivo ekspresije APX-aza kao u plodovima u tretmanu ON. Ovo ukazuje
na to da tretman DSK moze da izazove blagi stres suSe koji podsti¢e razlicite
odbrambene reakcije u plodovima, pocevsi sa povecanjem biosinteze SOD-aza kao Sto
je utvrdeno u pocetnim fazama rastenja celija.

U analizi proteina iz plodova paradajza, 4 proteina su svrstana u grupu funkcije
odbrane od stresa i jedan od njih je ,heat shock® protein. Dva proteina (tacke 5 i 32)
pripadaju kompleksu koji omogucava oksidaciju vode u fotosintezi i oznacavaju Se kao
tzv.,,oxygen-evolving enhancer proteins “ (Hoganson i Babcock, 1997). Zahvaljujuci
tom kompleksu dolazi do oksidativnog razlaganja (fotolize) 2 molekula H,O, i pri tome
se izdvajaju 4 H', 4 elektrona koji odlaze na fotosistem Il (P680) i izdvaja se O
(Yachandra i sar., 1993). To omoguéava neciklicnu fotofosforilaciju i sintezu
redukovanog NADPH, za potrebe fotosinteze.

U literaturi postoje rezultati koji potvrduju znacajnu ulogu ovih proteina i u
poveéanju otpornosti na stres (Ali i Komatsu, 2006). U nasem ogledu nisu uocene
znacajne razlike izmedu razliitih faza razvi¢a ploda u tretmanu kod ovih proteina.
Medutim, poredenjem efekata tretmana utvrdena je povecana sinteza oba proteina kod
DSK u odnosu na ON plodove. Pored toga znacajna je i njihova povecana sinteza kod
flacca plodova i to u odnosu na Ailsa Craig u tretmanu ON.

U ovoj grupi proteina, razli¢it nacin ekspresije ima i ,,heat shock* protein 70
(HSP70). Ovaj protein ima ulogu u razli¢itim ¢elijskim procesima tako Sto potpomaze
odrzanje strukture proteina, a uti¢e 1 na njihovu translokaciju u razliCite celijske
kompartimente (Sung i sar., 2001). Njegova povecéana sinteza je utvrdena kod paradajza
posle izlaganja stresu hladnoc¢e (Page i sar., 2010). Rezultati Manaa i sar. (2011) su
pokazali da je od 4 HSP-a koja su identifikovana u njihovom eksperimentu u kom su
izuCavali stres soli, HSP70 bio jedini koji je varirao u zavisnosti i od ispitivanog
genotipa 1 efekta soli. Njegova ekspresija je bila povecana kod svih genotipova
izlozenih stresu soli, ali najvise kod genotipa najosetljivijeg na ovaj stresni faktor.
Rezultati nasih istrazivanja pokazuju da HSP70 ima poveéanu ekspresiju u ranijoj fazi
intenzivnog rastenja celija (15. dpa) u tretmanu DSK u odnosu na ON, dok se u

kasnijim fazama razvoja taj efekat ne uocava.
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Slede¢i protein koji je identifikovan je aneksin p35. Aneksini pripadaju velikoj
multifunkcionalnoj familiji proteina koji vezuju fosfolipide i u¢estvuju u egzocitozi koju
stimuli$e Ca?* (Bassani i sar., 2004). Faurobert i sar. (2007b) su pokazali da pove¢ana
ekspresija aneksina p34 kod paradajza raste u periodu od 7. do 21. dpa i da korelira sa
ekspanzijom ¢elija zida. Rezultati Manaa i sar. (2011) su pokazali i porast u regulaciji
aneksina p35 posle 14 dana izlaganja korenova paradajza stresu soli. NaSi rezultati za
aneksin p35 u DSK plodovima nisu pokazali znac¢ajan efekat faze razvica ploda, dok u
tretmanu ON dolazi do povecanja koli¢ine ovog proteina u kasnijoj fazi razvica.
Medutim, iako razlike izmedu DSK i ON tretmana, kod oba genotipa, u ekspresiji
aneksina p35 nisu utvrdene, trend promene ekspresije HSP70 prati trend promene
ekspresije askorbat-peroksidaze i proteina ¢elijskog zida kod DSK plodova. Povecana
ekspresija proteina koji uc¢estvuju u odbrani od stresa u 30. dpa u tretmanu DSK i sli¢na
promena HSP70 u poredenju sa ON plodovima, takode ukazuje na mogucu aktivaciju

mehanizma odbrane od stesa koja se javlja za vreme procesa razvica DSK plodova.
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7. ZAKLJUCCI

1. Vrednosti sadrzaja vode u supstratu, kao $to se i o¢ekivalo, su bile znacajno nize kod
biljaka u tretmanu RDN i u nezalivanoj strani dela supstrata DSK tretmana u odnosu na
ON biljke. Dinamika promene strane navodnjavanja kod DSK biljaka je pokazala da se
posle prvog okreta vreme potrebno za promenu strane zalivanja skracuje i kod Ailsa
Craig (sa 22 u pocetku na prose¢no 8 u daljem toku) i kod flacca biljaka (sa 26 u
pocetku na prosecno 12 u daljem toku). Na osnovu ove dinamike promene i literaturnih
podataka moze se zakljuciti da je skraivanje vremenskog intervala promene strane
zalivanja posledica razvica korenovog sistema, povecanja hidrauli¢ne provodljivosti
¢elija korena, ali i tzv. ,hidrauli¢nog lifta“, odnosno redistribucije vode izmedu
korenova u zalivanoj i suSenoj strani supstrata. Generalno, ovi rezultati ukazuju da se
promena strane zalivanja u DSK sistemima mora vrSiti uz konstantnu kontrolu sadrZaja

vode u nezalivanoj strani supstrata da ne bi doslo do suSenja korena.

2. Kod oba genotipa, ispitivani tretmani su uticali na visinu biljaka i to tako da su
najvecu visinu imale biljke u tretmanu ON. RDN tretman je smanjio porast biljaka i to
tako da je visina kod Ailsa Craig biljaka umanjena za 22%, a kod flacca za 14% u
odnosu na ON biljke. DSK tretman nije uticao na visinu biljaka i redukciju izdanka.
Izmedu posmatranih genotipova je uocena razlika u visini biljaka, jer su flacca biljke

bile niZze u odnosu na genotip Ailsa Craig za oko 28%.

3. Rezultati merenja pokazuju da su flacca biljke bile ne samo nize, ve¢ su imale i
znatno manju biomasu od Ailsa Craig. Ispitivanja akumulacije biomase i njene
distribucije kod flacca ukazuju na trend povecanja procentualnog uces$ca vegetativne
biomase u odnosu na biomasu ploda kod svih tretmana i u odnosu na Ailsa Craig.
Ispitivani eksperimentalni uslovi nisu imali znacajan uticaj na masu vegetativnih
organa, izuzev $to je tretman RDN znacajno redukovao sveZu masu stabla. Odnos suve
mase korena i izdanka, kod flacca biljaka, ukazuje da je RDN tretman imao veci uticaj
na rastenje korena nego na rastenje izdanka, pa se moze zakljuciti da su smanjeno

rastenje i apsorpciona povrsina korena kod ovih biljaka direktno uticali na manje i
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sporije usvajanje vode. Na to indirektno ukazuju i rezultati promene sadrZaja vode u

supstratu gde su biljke gajene.

4. Na osnovu ispitivanja biomase vegetativnih organa (korena, stabla i listova) i plodova
se moze zakljuciti da kod Ailsa Craig, tretman DSK nije znac¢ajno uticao na svezu masu
korena, stabla, listova i plodova, dok je RDN tretman redukovao svezu masu ispitivanih
organa i to najviSe stabla (17% manja u odnosu na ON uslove). Povecanje odnosa suve
mase plodova i izdanka (za 10,7%) takode ukazuje da je DSK tretman uticao na
translokaciju asimilata od listova i stabla ka plodovima i zatim na rastenje i razvice
plodova ovih biljaka. Rezultati merenja biomase u RDN uslovima su pokazali da
tretman nije uticao na suvu masu vegetativnih organa, ali da je redukovao suvu masu
plodova (za 14% u odnosu na ON i DSK plodove). Oni su takode ukazali i na malo
izmenjenu raspodelu asimilata, jer je utvrdena neSto veca akumulacija biomase u
vegetativnim organima i sporiji transport ka plodovima u odnosu na kontrolne i uslove
DSK.

5. Na osnovu ispitivanja fenoloskih faza razvi¢a biljaka moze se zakljuciti da su u
odnosu na ON biljke, tretmani DSK 1 RDN kao tretmani razlicitog stepena suSe (70% 1
50% vode u odnosu na ON) usporili razvic¢e biljaka. Ovaj uticaj je bio najizrazeniji u
fazi kada su plodovi dostigli svoj konacan oblik i veli¢inu (fenoloski kod 71) i kod
zrelih plodova (fenoloski kod 81). Izmedu posmatranih genotipova su se ispoljile razlike
i to tako da se u tretmanu ON, kod flacca mutanta prva cvast na glavnom stablu
obrazovala 3 dana ranije u odnosu na Ailsa Craig, ali je za ostale faze razvica kasnije
trebalo duze vremena. Cvetanje se kod flacca biljaka ostvarilo oko 6 dana kasnije u
odnosu na Ailsa Craig, pojava plodova tipi¢nog oblika i veli¢ine od 3-11 dana kasnije i
sazrevanje plodova od 7-23 dana kasnije u zavisnosti od primenjenog tretmana. MoZe se
zakljuciti da je u osnovi znacajno kasnijeg sazrevanja flacca biljaka u odnosu na Ailsa
Craig smanjena mogucnost sinteze ABA kao jednog od klju¢nog hormona za procese

razvica biljaka, posebno u uslovima suse.

6. Merenja brzine rastenja plodova su pokazala da se najveca brzinu rastenja plodova,

kod oba genotipa, ispoljila u uslovima ON, zatim DSK, a najmanja u tretmanu RDN.
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Krive rastenja takode ukazuju i da su se izmedu eksperimentalnih uslova javile razlike i
u duZzini trajanja i vremenu pojave maksimalne brzine rastenja plodova. Kod genotipa
Ailsa Craig, period intenzivnog rastenja plodova je bio sli¢an u tretmanima ON i RDN,
dok je u tretmanu DSK ovaj period trajao 10 dana duze. Kod flacca mutanta period
intenzivnog rastenja plodova je najkracée trajao u uslovima RDN (12 dana), zatim u ON
(15 dana), a najduze u tretmanu DSK (19 dana). Kao rezultat produzenog perioda
intenzivnog rastenja plodova, srednja vrednost pre¢nika plodova na kraju eksperimenta
bila je slicna u tretmanima ON i DSK. Kod tretmana RDN kra¢i period rastenja i manja
brzina doveli su do razvoja manjih plodova. Na osnovu analize krivih rastenja plodova
moZe se zakljuciti da je na kona¢nu veli¢inu ploda paradajza u ispitivanim
eksperimentalnim uslovima viSe uticala duZina trajanja procesa rastenja od maksimalne

brzina rastenja.

7. Eksperimentalni uslovi DSK i RDN su redukovali broj plodova po biljci kod oba
genotipa. Medutim, zbog produZenog perioda intenzivnog rastenja cCelija, kod Ailsa
Craig biljaka su se formirali plodovi sa malo ve¢im pre¢nikom u odnosu na plodove iz
tretmana ON, tako da se ukupan prinos (obracunat na svezu masu) nije statisti¢ki
znacCajno razlikovao izmedu ova dva tretmana. U RDN eksperimentalnim uslovima je,
zbog manje brzine i duZine trajanja rastenja, do$lo do obrazovanja znatno manjih
plodova, a to je direktno uticalo na prinos koji je u odnosu na ON i DSK biljke smanjen
za oko 30%. Ocekivano, plodovi flacca biljaka su bili znacajno manji od Ailsa Craig
(prosecno za 35%). RDN uslovi su doveli do obrazovanja i manjeg broja i manjih
plodova, tako da je i1 prinos ovih biljaka bio znafajno manji u odnosu na optimalno

zalivane biljke (za 37,0 % u odnosu na ON).

8. Rezultati obrac¢una efikasnosti u koris¢enju vode (WUE) su kod Ailsa Craig, pokazali
da je doslo do znacajnog povecanja u tretmanima DSK 1 RDN (za 69,1% 1 73,7%) u
odnosu na ON biljke. Tako RDN tretman zbog manje koli¢ine vode povecava WUE,
rezultati su pokazali da je nedostatak ove tehnike Sto redukuje prinos. Kod flacca
mutanta znacajno povecanje WUE je utvrdeno samo u tretmanu RDN (za 42,9%), dok
je u DSK tretmanu primecen pozitivan efekat na efikasnost usvajanja vode flacca

biljaka, ali zbog varijabilnosti podataka nije utvrdena statisticki znacajna razlika. Ovi
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rezultati potvrduju da se primenom DSK tehnike mogu smanjiti koli¢ine upotrebljene
vode za navodnjavanje biljaka, a da se pri tome znacajno ne umanji prinos. Ovi rezultati
ukazuju da DSK tehnika moze biti od posebnog znacaja za gajenje paradajza u
proizvodnim uslovima gde susa i nedostatak raspolozive vode za navodnjavanje mogu

da umanje prinos ove kulture.

9. Biohemijska ispitivanja rastenja plodova paradajza su obavljena na osnovu merenja
koncentracije ABA u perikarpu plodova. Ispitivanja koncentracije ABA u perikarpu
plodova su potvrdila ocekivanu znacajnu razliku u koncentraciji ABA izmedu Ailsa
Craig i flacca plodova. Koncentracija ABA je u plodovima flacca biljaka bila za oko
62% manja od koncentracije u plodovima Ailsa Craig, a istovremeno su plodovi flacca
biljaka bili znacajno manji. Kod oba genotipa i u svim tretmanima, koncentracija ABA
tokom razvica plodova se menjala i to tako Sto je doSlo do opadanja u fazi intenzivnog
rastenja, dok je pocetak porasta koincidirao sa poc¢etkom sazrevanja plodova (45. dpa).
Izmedu tretmana ON 1 DSK, razlike u koncentraciji ABA u plodovima Ailsa Craig su se
ispoljile samo u pocetnoj fazi razvi¢a plodova kada je izmerena veca koncentracija
ABA u uslovima ON (za 30%). U tretmanu RDN, kod oba genotipa, u duzem periodu je
izmerena veca koncentracija ABA u perikarpu plodova, Sto je verovatno direktan uticaj
suSe 1 moze da objasni usporeno rastenje plodova i konacan manji pre¢nik i masu

plodova kod ovih biljaka.

10. Sli¢na dinamika promene aktivnosti jonski vezane peroksidaze celijskog zida, u
svim tretmanima kao kod Ailsa Craig, je utvrdena i kod flacca plodova. Razlike izmedu
Ailsa Craig i flacca se ispoljavaju u aktivnosti enzima, koja je mnogo manja kod flacca
u odnosu na izmerene vrednosti kod Ailsa Craig. | kod Ailsa Craig i flacca DSK biljaka,
aktivnost peroksidaze u plodovima nastavlja da raste i u fazi 60. dpa kada je rastenje
plodova zavr$eno. Na osnovu toga se moze zakljuéiti i da peroksidaza u tretmanu DSK,
moze da ima ulogu i u procesu sazrevanja plodova. Uporedna analiza dinamika
promene aktivnosti peroksidaze i koncentracije ABA u plodovima, ukazuje na
antagonisticki efekat izmedu aktivnosti peroksidaze i koli¢ine ABA u svim tretmanima i

kod oba genotipa.
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11. Biohemijska analiza je obuhvatila i proteomik analizu. Ukupno je izdvojeno 1679
proteinskih tacaka iz perikarpa ploda paradajza, kod 52 tacke je utvrdena statisticki
znacCajna razlika izmedu tretmana (ON i DSK), faze razvic¢a plodova (15. dpa i 30. dpa),
kao 1 izmedu ispitivanih genotipova. Na osnovu ovih rezultata i identifikacije proteina
zakljuceno je da proteini pripadaju slede¢im metabolickim grupama: metabolizmu
ugljenih hidrata (13 proteina), metabolizmu aminokiselina (5 proteina), sintezi i
degradaciji proteina (8 proteina), proteinima energetskog metabolizma (3 proteina),
proteinima c¢elijskog zida (5 proteina); proteinima oksidativnog stresa (8 proteina),
proteinima koji ucestvuju u odbrani od stresa i ,heat shock (HSP) proteinima (4
proteina) i za 6 proteina nije utvrdena funkcija. Na osnovu rezultata se moze zakljuciti i
da su razli¢iti nivoi ekspresije ovih proteina posledica ne samo faze razvic¢a plodova ili

primenjenog tretmana, ve¢ 1 njihove interakcije.

12. Na osnovu analize proteina koji ucestvuju u metabolizmu ugljenih hidrata u
plodovima, zakljuceno je da ve¢ina od 13 identifikovanih proteina ima funkciju u
primarnom metabolizmu ugljenih hidrata, prvenstveno u procesima glikolize i ciklusa
trikarboksilnih Kkiselina. Utvrden je i znacajan efekat ispitivanih genotipova, tretmana,
ali i faze razvica. Razlike izmedu Ailsa Craig i flacca plodova su se ispoljile u fazi
optimalnog navodnjavanja biljaka i to tako da se u flacca plodovima veéina proteina
akumulirala u manjoj koli¢ini u odnosu na plodove Ailsa Craig. Efekat uticaja tretmana
u ispitivanim fazama je pokazao da je u DSK uslovima sporiji metabolicki fluks u
odnosu na ON uslove, tako da ti rezultati mogu da objasne sporiju dinamiku rastenja

plodova u tretmanu DSK i flacca u odnosu na ON biljke.

13. Analiza proteina iz grupe metabolizma aminokiselina i sinteze i degradacije
proteina, takode ukazuje na smanjen metaboli¢ki fluks u plodovima, jer u DSK tretmanu
dolazi do smanjenja sinteze lignina i drugih sekundarnih metabolita u fazi intenzivnog
rastenja celija (15. dpa), Sto je primeceno i kod flacca u odnosu na Ailsa Craig plodove.
Pored toga, u tretmanu DSK i kod flacca biljaka u odnosu na Ailsa Craig, dolazi do
aktivacije kataboli¢kih procesa u cilju o¢uvanja neophodne energije za rastenje plodova

i odbranu od stresa.
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14. Na osnovu povecane ekspresije proteina celijskog zida i proteina energetskog
metabolizma, moze se pretpostaviti da je metabolicki fluks orijentisan ka sintezi
proteina celijskog zida i1 stvaranju neophodne energije za Ccelijsko rastenje, Sto
omogucava plodovima iz DSK tretmana produzen period rastenja, koji na kraju rezultira
vecim pre¢nikom plodova u odnosu na ON biljke. Takode je uoceno da je kod genotipa
flacca smanjena sinteza svih proteina ¢elijskog zida u odnosu na genotip Ailsa Craig,

§to moze da bude uzrok manje veli¢ine plodova kod flacca.

15. Povecana sinteza nekih antioksidativnih proteina za vreme rastenja i razvi¢a plodova
u tretmanu DSK, ukazuje na to da tretman DSK (gde je koris¢eno 70% vode od ON)
moZze da izazove blagi stres suSe, koji podstice razli¢ite odbrambene reakcije kod
biljaka. Ti podaci su u skladu i sa znacajnom ulogom peroksidaza ne samo u rastenju

plodova, ve¢ i u antioksidativnoj aktivnosti.

16. OpSte posmatrano, proteomik analiza omoguéila je nov uvid u razumevanju
metabolickih 1 biohemijskih procesa koji su u osnovi rastenja ¢elija perikarpa plodova.
Ovakva dalja istrazivanja, posebno u fazi sazrevanja plodova, mogu biti od pomo¢i za
razumevanje efekta tretmana DSK ne samo na rast plodova paradajza, ve¢ i na kvalitet

ostvarenog prinosa, kao i na nutritivni znacaj paradajza.
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