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Uticaj ciklusa suse na metabolizam ugljenih hidrata i antioksidanata kod divljeg tipa i
flacca mutanta paradajza (Lycopersicum esculentum Mill.) gajenih na razlicitim
svetlosnim reZimima

Sazetak

Stres suSe, u kombinaciji sa svetloS¢u visokog intenziteta zracenja, predstavlja jedan od
najrasprostranjenijih abiotskih faktora koji ima negativan uticaj na rastenje i prinos biljaka. U
cilju ispitivanja uticaja sniZenog nivoa apscisinske kiseline (ABA) na razvijanje strategija
neophodnih za toleranciju biljaka na suSu, u ovom istrazivanju kori$¢ena su dva genotipa
paradajza sa konstitutivno razli¢itim sadrzajem ABA, divlji tip Ailsa Craig i flacca mutant.
Biljke su gajene na svetlosti niZeg i viSeg intenziteta i bile podvrgnute jednom, odnosno trima
ciklusima suSe, koji su bili praceni periodima rehidratacije. Uticaj susSe i rehidratacije pracen
je na morfoloSkom (sveza i suva masa, povrsina listova) i fizioloSkom nivou (provodljivost
stoma, ukupni vodni potencijal), kao i primenom biohemijskih (odredivanje ugljenih hidrata,
aminokiselina, askorbata) i molekularnih metoda (pracenje ekspresije gena ukljucenih u
metabolizam ABA i odredivanje ekspresije nekodirajucih RNK molekula).

Rezultati prikazani u ovoj disertaciji pokazali su da je odrZavanje homeostaze ABA od
presudnog znacaja za rastenje i razvi¢e paradajza i u uslovima optimalnog vodnog reZima, kao
i da je flacca mutant pogodan model sistem za proucavanje uticaja smanjene akumulacije ABA
na razvoj strategija za razvijanje tolerancije biljaka na susu.

Pokazano je da akumulacija osmotski aktivnih jedinjenja kod oba genotipa, kao i
promene na morfoloSkom nivou znacajno doprinose razvoju mehanizama tolerancije
paradajza na susu.

[zlaganje biljaka ciklusima suSe indukovalo je promene u akumulaciji antioksidativnih
komponenti (askorbat i epidermalni flavonoidi), strukturi ¢elijskog zida, ali i u ekspresiji
nekodiraju¢ih RNK molekula, sto potencijalno moZe doprineti razvijanju memorije kod
paradajza na ponovljeni stres suse.

Klju¢ne reci: flacca mutant, apscisinska kiselina, ciklusi suse, rehidratacija, memorija, ugljeni
hidrati, aminokiseline, askorbat, ¢elijski zid, nekodiraju¢e RNK
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Influence of drought cycles on carbohydrates and antioxidants metabolism in
tomato (Lycopersicum esculentum Mill.) wild-type and flacca mutant grown under
different light regimes

Abstract

Drought stress combined with high light intensity is one of the most common abiotic
factors that have a negative impact on plant growth and yield. In order to examine the effect of
reduced abscisic acid (ABA) level in the development strategies necessary for drought
tolerance in plants, tomato genotypes with constitutively different ABA content, wild type
Ailsa Craig and flacca mutant, were used in this study. Plants grown on either lower or higher
light intensity were subjected to one or three drought cycles, followed by periods of
rehydration. The impact of drought and rehydration was monitored on morphological (fresh
and dry weight, leaf area) and physiological level (stomatal conductivity, leaf water potential),
and by measuring biochemical (carbohydrates, amino acids, ascorbate) and molecular
parameters (expression of genes involved in ABA metabolism and expression of noncoding
RNA molecules).

The results obtained in this dissertation showed that maintaining ABA homeostasis is
crucial for tomato growth and development, even in optimal water regimes, and also that
flacca mutant is a suitable model system for studying the impact of reduced ABA
accumulation in development of drought tolerance strategies.

It has been noticed that morphological changes and osmolyte accumulation in both
genotypes significantly contribute in developing drought tolerance mechanisms of tomato
plants.

Exposure of plants to several drought cycles has induced changes in the accumulation
of antioxidant components (ascorbate and epidermal flavonoids), cell wall structure, but also
in the expression of non-coding RNA molecules, which could potentially contribute to memory
development in tomatoes.

Keywords: flacca mutant, abscisic acid, drought cycles, rehydration, memory, carbohydrates,
amino acids, ascorbate, cell wall, noncoding RNAs

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Plant physiology
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1. Uvod

1.1. Ponovljeni stres suse i memorija kod biljka

Klimatske promene ogledaju se u globalnom zagrevanju Zemlje, Sto je praceno
promenom temperature vazduha i zemljiSta, porastom nivoa atmosferskog ugljen-dioksida
(CO2), kao i neravnomernom distribucijom padavina. Jedna od posledica ovih promena jeste i
pojava stresa suSe (Seleiman i sar., 2021; Gupta i sar., 2020). SuSa je jedan od glavnih
abiotskih stresogenih faktora koji zajedno sa visokim temperaturama i visokim intenzitetom
zracenja uzrokuje gubitke u poljoprivrednoj proizvodnji i smanjen prinos gajenih biljaka
(Krasensky i Jonak, 2012; Gupta i sar, 2020). Takode, usled naruSene strukture ozonskog
omotaca dolazi do povecanog propustanja ultraljubicastog (UV, eng. ultraviolet ) zracenja, Cije
se visoke doze u kombinaciji sa gorepomenutim faktorima negativno odrazavaju na prinos
useva (Alexievai sar., 2001).

Uopsteno posmatrano, susa je fenomen koji se moze proucavati sa vise aspekata (Cook
i sar, 2018). Sa meteoroloSkog aspekta odnosi se na nedostatak padavina koje su
karakteristicne za dato podrucje u odredenom vremenskom intervalu, dok se sa
poljoprivrednog aspekta odnosi na nedostatak vode u zemljiStu, Sto posledi¢no negativno
utice na prinos biljaka (Cook i sar., 2018; Mukherjee i sar., 2018).

Posmatrajudi spoljasnju sredinu u vremenu, moZe se govoriti o dinami¢noj strukturi
sastavljenoj od viSe razlicitih faktora. Promene u spoljasnjoj sredini mogu se okarakterisati
kao ciklicne i predvidive (diurnalne i sezonske), odnosno nepredvidive i nasumicne.
Klimatske promene ukazuju na to da predvidivost ciklicnih promena moZe biti naruSena zbog
interakcije sa nasumi¢nim fluktuacijama faktora spoljaSnje sredine. Posmatrane u vremenu,
ove promene ponavljaju se viSe puta, pri ¢emu poprimaju oscilatorni karakter. Novonastale
oscilacije medusobno se mogu razlikovati po svom intenzitetu i duZini trajanja. Na osnovu
ovakvog pristupa u relativno skorije vreme zapoceta su istraZivanja u kojima se primenjuje
viSe ciklusa suse kod biljaka, kako bi se bolje razumeli mehanizmi odgovora na stres.

Usled sesilnog nacina Zivota biljke su neprestano izloZene gorepomenutim faktorima.
Tako, kada se posmatra delovanje pojedinacnih faktora, nedostatak vode u zemljistu je pra¢en
smanjenim usvajanjem vode i pove¢anom transpiracijom koja je uzrokovana samo povisenom
temperaturom, Sto dovodi do opadanja turgora, odnosno dolazi do dehidratacije tkiva. U ovim
sluc¢ajevima se govori o fizioloSkoj susi. Takode, fizioloSka suSa moZe nastati kada je niska
temperatura zemljiSta, i u prisustvu visokih koncentracija razlic¢itih soli ili prilikom poplava,
kada je korenovom sistemu onemoguceno da vrSi usvajanje vode (Salehi-Lisar i
Bakhshayeshan-Agdam, 2020).

Trajanje, intenzitet i ucestalost susSe, kao i karakteristike zemljiSta, biljne vrste i njene
ontogenetske faze razvica predstavljaju faktore koji znacajno uticu na obim i trajnost
simptoma izazvanih suSom (Seleiman i sar., 2021).

Usled globalnih klimatskih promena predvida se da ¢e ucestalost i obim nepovoljnih
vremenskih prilika, kao Sto su visoke temperature i niske koli¢ine padavina biti sve izraZeniji,
Sto se direktno odraZava na kvalitet i prinos gajenih biljaka. Ponavljajuce i u vecem obimu
zastupljene nepovoljne vremenske nepogode (suSa, poplave, visoke i niske temperature)
imaju znacajan uticaj na proizvodnju hrane na svetskom nivou (Liu i sar., 2022). Kao Sto je ve¢
reCeno, stres suSe predstavlja jedan od najvaznijih abiotskih faktora koji direktno utice na
smanjenje prinosa gajenih biljaka (Auler i sar., 2021a).



Odgovori biljaka na jednu susnu epizodu veoma su dobro prouceni, dok je izlaganje
ponavljaju¢im susnim ciklusima koji su praceni periodima rehidratacije ili oporavka i dalje
nedovoljno proucen fenomen. Smatra se da izlaganje biljaka ponavljajuem stresu moze
uticati na razvijanje veoma sofisticiranih mehanizama koji omoguéavaju biljci da se izbori sa
stresom. Pokazano je da su biljke koje su bile izloZene ponavljaju¢em stresu, duze zadrZavale
vodu u listovima, odrZavajudi turgor, i da su se mnogo bolje nosile sa svakom sledecom
susnom epizodom (Godwin i Farrona, 2020).

Pod terminom prajming/pretretman (eng. priming) podrazumeva se izlaganje biljaka
blagom stresu koji ¢e izazvati odgovor u njima, tako da ¢e sledeci put kada budu bile izloZene
nepovoljnom sredinskom faktoru brze i efikasnije odgovoriti na stres (Turgut-Kara i sar.,
2020). Pretretman, ocvrS¢avanje pod stresom, trening, fitnes (kondicioniranje), kaljenje su
sinonimi za ovaj proces koji moZe da dovede do formiranja kratkorocne ili dugorocne
memorije, koja omogucava biljkama da budu tolerantnije na nastupajudi stres (Liu i sar.,
2022). Memorija na prvobitni stres i aktiviranje ,zapamcene” informacije pri slede¢em stresu
odvija se kada se izmedu ta dva dogadaja nalazi period bez stresa (slika 1). Pokazano je da
izlaganje biljaka viSestrukim susnim epizodama dovodi do promene u obrascu ekspresije
razli¢itih gena u poredenju sa biljkama koje nisu iskusile susu, pri ¢emu se brZe adaptiraju na
novonastale uslove (Ding i sar., 2012). Pokazano je da kod biljaka koje su iskusile viSe ciklusa
suSe dolazi do aktivacije ili supresije transkripcije gena, kao i promenjene ekspresije gena koja
je prethodno modifikovana u prvoj suSi (memorijskih gena), dok je ekspresija tzv.
nememorijskih gena ostala slicna (Ding i sar., 2013; Avramova, 2019; Galviz i sar., 2020).
Ponovljena suSa doprinosi povecanoj aktivnosti nekih ABA-zavisnih gena, te tako ABA
specificno na nivou Celija zatvaracica odrzava delimi¢no zatvorene stome tokom perioda
oporavka, tj. rehidratacije (Ashapkin i sar., 2020).

e
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Dehidratacija Dehidratacija
MEMORIUA
Oporavak Ponovljeni stres
l STRESA t | oporavak
i)
i A Memorija stresa
—___
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—
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Slika 1. Sema nastanka memorije stresa kod biljaka. Biljke imaju razraden mehanizam za memoriju
stresa. Prilikom izlaganja biljaka susi, usled dehidratacije dolazi do uvenuca biljaka, dok su se nakon
rehidratacije listovi oporavili. Tokom drugog ciklusa suse biljka je ,memorisala” prethodnu susu, pri ¢emu se
aktiviraju razli¢iti mehanizmi koji joj omogucuju da ima bolju otpornost i bolje izglede za prezivljavanje.
Preuzeto i prilagodeno iz Turgut-Kara i sar., 2020.

Tretiranje semena ili biljaka u ranim faza razvica elicitorima moZe imati pozitivan
ucinak na tolerantnost prema stesu u toj ili u ¢ak viSe slede¢ih generacija. Pretretman semena
je veoma rasprostranjena tehnika u poljoprivredi kako bi se kontrolisao stepen hidratacije
semena i period naklijavanja. U zavisnosti od nacina na koji se izvodi razlikuje se
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hidroprajming, kada se semena potapaju u vodu kako bi se kontrolisao period njihovog
klijanja, osmoprajming, kada su semena potopljena u osmotski rastvor, koji sadrzi neko
osmotski aktivno jedinjenje (polietilen glikol, glicerol, manitol, sorbitol), ili prajming pomoc¢u
matriksa, kada se semena ,presvlace” nekim neorganskim ili organskim jedinjenjima. Cesto se
dodaju i neki regulatori rastenja, stimulansi, bioloski aktivna jedinjenja (antioksidansi, prolin,
H03, selen, natrijum-nitroprusid ili fungicidi) (Wojtyla i sar., 2016).

Prajming ukljuCuje stresom indukovane strukturne, geneticke i biohemijske
modifikacije koje mogu da dovedu do formiranja fenotipa koji ima pove¢anu otpornost na
stres (Nguyen i sar., 2020). Pokazano je da kod biljaka koje su imale pretretman dolazi do
akumulacije razli¢itih intermedijernih jedinjenja u Celijskim odeljcima i do modifikacija
klju¢nih regulatornih proteina (Kinoshita i Seki, 2014). Pretpostavlja se da prvo izlaganje
stresu dovodi do akumulacije ili posttranslacione modifikacije signalnih proteina koji ¢e
nakon sinteze ili modifikacije ostati nepromenjeni. Pri sledecem izlaganju biljaka stresu doSlo
bi do hiperaktivacije ovih signalnih molekula. Jedna od najc¢es¢ih modifikacija jeste
reverzibilna fosforilacija i defosforilacija mitogenom aktiviranih kinaza koje su uklju¢ene u
odgovore biljaka na razlic¢ite abioticke i bioticke faktore (Galviz i sar., 2020).

Prilikom prepoznavanja stimulusa iz spoljasnje sredine biljke mogu reagovati na tri
nacina. Prvi se deSava odmah i nezavisan je od prethodnog stimulusa, dok druga dva ukljucuju
aktiviranje memorije. Prvi memorijski put podrazumeva ,ucenje”, kada se smanjuje intenzitet
odgovora na stres, odnosno ,uenje putem navikavanja/upoznavanja”, kada se biljka upoznaje
sa stresogenim faktorom. S druge strane, drugi memorijski put podrazumeva pojacani
odgovor na stres, Sto se oznacava kao senzitizacija (Galviz i sar., 2020).

Memorija kod biljaka moZe da se razvije u jednoj, ali da se prenese i na sledece
generacije (Hilker i Schmiilling., 2019; Koc i sar., 2020) i na osnovu toga moZe se klasifikovati
na viSe nacina: somatska memorija, koja traje samo kod onih biljaka koje su iskusile stres,
medugeneracijska memorija stresa, koja je uocljiva samo kod prve generacije, koja nije
iskusila stres, i transgeneracijska, koja je mejotski nasledna i ispoljava se kod potomstva i
nakon dve ili viSe generacija (Lamke i Baurle, 2017; Liu i sar., 2022).

lako se smatra da postoji pozitivna korelacija izmedu memorije i performansi biljaka,
ne moze se tvrditi da ¢e pretretman i memorija uvek dovesti do poboljSanja metabolickih
odgovora i razvic¢a biljaka u uslovima stresa (Galviz i sar., 2020).

U osnovi ovog fenomena leZe promene u nivou klju¢nih signalnih molekula i
transkripcionih faktora (fizioloSka/molekularna memorija), odnosno epigeneticke promene
zasnovane na metilaciji DNK molekula, remodeliranju hromatina, pozicioniranju nukleozoma,
modifikacijama histona i regulaciji posredstvom nekodiraju¢ih RNK molekula (nkRNK;
ncRNAs, eng. non-coding RNAs) (Auler i sar., 2017; Jacques i sar., 2021; Liu i sar., 2022).

1.2. Efekti suSe na morfoloske, fizioloSke, biohemijske i molekularne
promene kod biljaka

Prilikom izlaganja biljaka suSi dolazi do promena na nivou celija, tkiva i organa. Usled
promene vodnog potencijala smanjuje se turgor stominih celija, Sto dovodi do njihovog
zatvaranja kako bi se sprecilo odavanje vode transpiracijom. Ovo direktno utie na smanjenu
fotosintetsku aktivnost biljaka, $sto dovodi do inhibicije rastenja, a finalno i do redukcije
prinosa. Takode, dolazi i do poremecaja u usvajanju hranljivih elemenata iz zemljiSta u
odsustvu vode (Gupta i sar., 2020; Kapoor i sar., 2020). Negativni uticaj suSe odraZava se na
procese transpiracije, usvajanja jona, transport ugljenih hidrata, kao i na sadrzaj hormona
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(Kaur i sar., 2021). Pored toga, susSa direktno uti¢e na integritet ¢elijskih membrana, sadrzaj
pigmenata i osmolita i dovodi do produkcije reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta. Osetljivost
biljaka na suSu zavisi od mnoStva faktora, kao Sto su intenzitet i duZina primenjenog stresa,
biljna vrsta i stadijum razvic¢a, kao i prisustvo dodatnih abiotskih faktora, kao Sto su povisen
intenzitet svetlosti ili visoke temperature (Anjum i sar., 2011). Aklimacija na vodni stres
rezultat je razliitih dogadaja koji aktivacijom / deaktivacijom niza biofizic¢kih i biohemijskih
procesa dovode do adaptivnih promena u biljkama. Ovo za posledicu ima promene u
morfologiji biljaka, utiCe na njihovo sporije rastenje, dovodi do akumulacije osmotski aktivnih
jedinjenja i do aktiviranja mehanizama antioksidativne odbrane (Farooq i sar., 2009; Anjum i
sar., 2011).

1.2.1.  MorfoloSke promene indukovane suSom

Prilikom izlaganja biljaka stresu suSe dolazi do promena na nivou celije, tkiva, organa,
pa i Citavog organizma (Anjum i sar., 2011). Rastenje biljaka predstavlja kompleksan
mehanizam umreZenih interakcija koje se ostvaruju izmedu procesa deobe, izduZzivanja i
diferencijacije Celija, Sto dovodi do razlic¢ite razvijenosti korena i nadzemnog dela biljke, a
samim tim uti¢e na uspostavljanje njihove medusobne funkcionalne ravnoteze.

Rastenje cCelija jedan je od prvih fizioloSkih procesa koji je izloZen promenama koje
nastaju kao posledica smanjenja turgora i opadanja vodnog potencijala u susi (Anjum i sar.,
2011; Basu i sar., 2016). Usled naruSene turgidnosti Celija dolazi do inhibicije njihove
proliferacije i elongacije, Sto finalno dovodi do smanjenja njihovog broja, veli¢ine, kao i do
povecanja rigidnosti Celijskih zidova (Chaves i sar., 2003).

Korenov sistem biljaka je od klju¢nog znacaja za usvajanje vode i hranljivih materija, a
takode u rizosferi ucestvuje u simbiozi sa mikroorganizmima (Kapoor i sar., 2020). Prilikom
izlaganja biljaka susi korenov sistem podleze morfoloskim promenama u cilju povecanja
sposobnosti usvajanja vode i hranljivih materija. Ove modifikacije pra¢ene su koordinisanom
Celijskom deobom, elongacijom, kao i promenama u regionu vrha korena (Gupta i sar., 2020).
Arhitektura korenovog sistema od klju¢nog je znacaja kod biljaka izloZenih susSi. Mnoge biljke
u ranoj fazi suSe povecavaju rastenje korena kako bi usvajale $to vise hranljivih materija i
doprle do vode iz dubljih slojeva podloge. Takode, duZina, masa i gustina korena podleze
promeni nakon izlaganja stresu. Opada rast boc¢nih korenova i ugao njihovog grananja,
povecava se gustina korenovih dlacica i njihova razgranatost $to utiCe na povrsinu korena,
preko koje se ostvaruje maksimalno iskoris¢avanje vode iz dubljih slojeva (Malamy, 2005;
Fang i Xiong 2015, Basu i sar., 2016). U regionima gde se niske koli¢ine padavina zadrZavaju
pretezno u povrSinskim slojevima zemljiSta, plice korenske strukture su korisnije za efikasno
usvajanje vode (Gupta i sar., 2020).

[zlaganje biljaka dehidrataciji odrazava se i na morfologiju njihovog nadzemnog dela
(Kapoor i sar., 2020). Tako su biljke izloZene susi smanjenog rasta, dok su promene na nivou
listova najociglednije. Usled smanjene deobe i elongacije Celija dolazi do smanjenja ukupnog
broja listova, smanjenja njihove povrSine, kao i do povecanja njihove debljine, odnosno
gustine lisnog tkiva (Fang i Xiong, 2015). Vodnim stresom indukovano smanjenje povrSine i
broja listova odraZava se negativno na fotosintezu, koja je od narocitog znacaja za rastenje i
razviCe biljaka (Farooq i sar., 2009; Yang i sar., 2021). Kada biljke osete nedostatak vode,
dolazi do uvijanja listova, a finalno, u zavisnosti od intenziteta i trajanja stresa, moZe dovesti
do njihovog uvenuca. Pored uvijanja listova, dolazi i do promene njihove orijentacije, oblika,
kao i do povecane produkcije trihoma na abaksijalnoj i adaksijalnoj strani. Pomenute
promene dovode do sniZavanja temperature listova usled izbegavanja direktne izloZenosti
infracrvenom spektru suncevog zracenja, a i do povecanja stope refleksije svetlosti usled
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stvaranja trihoma, koje i predstavljaju dodatni sloj koji oteZava odavanje vode transpiracijom.
Na nivou listova dolazi do smanjenja broja, veli¢ine i gustine stoma, ¢ime se takode kontrolise
i redukuje intenzitet transpiracije (Seleiman i sar., 2021). Kod biljaka u susi, dakle, dolazi do
narusavanja ravnoteZe rastenja izmedu korena i nadzemnog dela, odnosno dolazi do opadanja
ukupnog porasta nadzemnog dela, dok se, sa druge strane, intenzivira rastenje korenovog
sistema (Kapoor i sar., 2020).

1.2.2.  FizioloSke i biohemijske promene indukovane suSom

Klju¢na posledica nedostatka vode u biljkama jeste delimic¢na ili potpuna inhibicija
procesa fotosinteze (Anjum i sar., 2017a). Redukcija lisne povrSine, povec¢ano zatvaranje
stoma i porast temperature listova direktno dovodi do poveéanja osmotskog stresa u
biljkama, pri ¢emu dolazi do narusavanja fotosintetskog aparata (Kapoor i sar., 2020). Deficit
vode ne utice samo na reakcije koje se odvijaju na svetlosti, ve¢ deluje i na procese asimilacije,
Sto direktno utiCe na smanjenje sadrzaja asimilata i posledi¢no na prinos biljaka (Fang i Xiong,
2015). U suSi je aktivnost fotosintetskog aparata prvenstveno smanjena usled zatvaranja
stoma, oStecenjem membrana ili izmenjenom funkcijom razli¢itih enzima, pre svega onih koji
su povezani sa sintezom ATP molekula. U fotosintezi dolazi do produkcije reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (ROS, eng. reactive oxygen species) i reaktivnih azotnih vrsta (RNS, eng.
reactive nitrogen species), Sto se direktno odrazava na redoks-regulaciju u celiji (Foyer i
Noctor., 2005; Noctor i sar., 2014; Sharma i sar., 2020). Zatvaranje stoma predstavlja rani
odgovor biljaka na stres suSe, pri cemu dolazi do smanjenja asimilacije CO2, kao i stimulacije
fotorespiracije Sto direktno uti¢e na process fotosinteze (Noctor i sar., 2002a; Sharma i sar.,
2020). Zatvaranje stoma moZe biti indukovano smanjenim turgorom, odnosno sniZenim
vodnim potencijalom, kao i niskom vlaznos$¢u vazduha (Farooq i sar., 2009). Pokazano je da je
odgovor stoma na suSu prvenstveno povezan sa sadrZajem vlage u zemljiStu, pre nego sa
vodnim statusom listova. Ovo ukazuje da stome reaguju na hemijski signal, tj. povecanje
sinteze apscisinske kiseline (ABA) u korenu, dok relativni sadrzaj vode u listu moZe ostati
nepromenjen. Usled povecane transpiracije dolazi i do porasta pH vrednosti ksilemskog soka
listova, Sto pozitivno uti¢e na redistribuciju i akumulaciju ABA i istovremeno utite na
opadanje provodljivosti stoma (Wilkinson i Davies, 2002). Kao Sto je reCeno, zatvaranje stoma
ne predstavlja jedini mehanizam koji utice na smanjenje procesa fotosinteze kod biljaka u
susi. Postoje i nestomaterni mehanizmi kojima se menja efikasnost procesa fotosinteze. Na
primer, izmene u aktivnosti enzima za vezivanje COz i smanjena sinteza ATP molekula dovode
do inhibicije Rubisco enzima (ribulozo-1,5-bifosfat karboksilaza/oksigenaza) i smanjene
sinteze D-ribuloza 1,5-bisfosfata (Sharma i sar., 2020).

NaruSeni mehanizmi fotosinteze usled izlaganja biljaka suSi odraZavaju se na sadrzaj
biljnih pigmenata, prvenstveno hlorofila i karotenoida. Redukcija sadrZaja hlorofila u susi
jeste ocekivana posledica oksidativnog stresa, pri ¢emu dolazi do lipidne peroksidacije i do
degradacije hlorofila (Kapoor i sar, 2020). Smanjenje fotosintetske aktivnosti, narusen odnos
hlorofila a i hlorofila b, gubitak fotohemijske efikasnosti fotosistema Il su promene koje se
javljaju u suSi i posledi¢no uti¢u na smanjen prinos biljaka. Medutim, promene na nivou
hlorofila veoma zavise od starosti listova, biljne vrste i genotipa (Ahmad i sar., 2018). S druge
strane, vodni deficit moZe dovesti do porasta sadrzaja hlorofila u biljkama (Rustioni i Bianchi,
2021), a na promenu sadrZaja hlorofila uticu i intenzitet i trajanje stresa (Anjum i sar., 2011).

Karotenoidi se nalaze u okviru kompleksa za sakupljanje svetlosti (eng. light harvesting
complex) i ucestvuju u fotoprotekciji fotosintetskih pigmenata (Havaux, 2014). Svoju
antioksidativnu aktivnost ispoljavaju vezivanjem za singletni kiseonik i peroksil-radikal koji
se formiraju pri susi, ¢cime inhibiraju lipidnu peroksidaciju i sprecavaju ostecenje tilakodidnih
membrana (Jaleel i sar., 2009). Na promenu sadrZaja karotenoida u biljkama utic¢e viSe
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faktora, kao Sto su vrsta, genotip i intenzitet stresa (Munné-Bosch i Alegre, 2000; Colom i
Vazzana, 2003; Wu i sar., 2016). Pored toga Sto ucestvuju u antioksidativnoj odbrani,
karotenoidi u biljkama u suS$i igraju znacajnu ulogu i u signalizaciji i u promeni sadrzaja
metabolita. Prekursori su u biosintetskom putu ABA, ¢ime direktno doprinose procesima
regulacije  zatvaranja stoma i smanjenoj transpiraciji pri vodnom deficitu
(Dhami i Cazzonelli, 2020).

1.2.2.1.  Produkcija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta

SusSa, svetlost visokog intenziteta, kao i drugi abiotski faktori dovode do produkcije
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) (Gill i Tuteja, 2010). Svi oblici kiseonika koji su reaktivniji
od molekulskog odnose se na termin ROS. Nastaju kao proizvodi bioloskih redoks-reakcija, ali
i kao posledica aerobnog metabolizma u biljkama (Gupta i sar., 2015). ROS nastaju u razli¢itim
Celijskim organelama, kao Sto su hloroplasti, mitohondrije, peroksizomi, ali i u ¢elijskoj
membrani, apoplastu i ¢elijskom zidu (Tripathy i Oelmiiller, 2012; Sharma i sar., 2012). Visoke
koncentracije ROS nastaju kao posledica oksidativnog stresa u biljkama, toksi¢ne su i
uzrokuju ostecenja biomolekula (proteina, lipida, ugljenih hidrata, DNK) (Gupta i sar., 2015).
Medutim, niske koncentracije ROS imaju ulogu sekundarnih glasnika koji ucestvuju u
unutarcelijskim signalnim putevima i reguliSu razlicite ¢elijske procese (Talaat, 2019). Forme
ROS koje nastaju u biljkama tokom fizioloSkih procesa u obliku slobodnih radikala su
superoksid-anjon-radikal (02*-), hidroksil-radikal (*OH), hidroperoksil-radikal (*OHz) i
peroksil-radikal (ROO*). Pored slobodnih radikala, reaktivne kiseoni¢ne vrste obuhvataju i
neradikalske forme koje nemaju nesparene elektrone, ali pokazuju veliku reaktivnost, kao $to
su vodonik peroksid (H20z), singletni kiseonik (102) i ozon (03) (Gupta i sar., 2015). Glavni
izvor ROS jeste fotosinteza, taCnije procesi u okviru elektron transportnog lanca i
fotorespiracije u peroksizomima. Prilikom izlaganja biljaka susi mesta produkcije ROS jesu
peroksizomi i hloroplasti (Noctor i sar., 2014).

Dva primarna procesa nastanka ROS u fotosintezi jesu direktna fotoredukcija kiseonika
do Oz~ u fotosistemu [ (PSI) u Melerovoj reakciji i stvaranje singletnog kiseonika na
fotosistemu II (PSII). Prilikom pseudociklicnog transporta elektrona u Melerovoj reakciji
elektroni prelaze sa PSI na molekulski kiseonik, umesto na NADP+, pri cemu se formira Oz°-,
koji se dalje prevodi u H202 i O2 pomocu superoksid-dismutaze SOD, dok se nastali H202
uklanja pomocu askorbat-peroksidaze uz potro$nju askorbata (Foyer i Shigeoka, 2011; Foyer
i Noctor, 2011). Superoksid-dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1) katalizuje brzo disproporcionisanje
02°- do vodonik peroksida i kiseonika. Ovaj enzim nalazi se u svim celijskim odeljcima sa
aerobnim uslovima i unutaréelijskim strukturama koje su osetljive na oksidativni stres. U
zavisnosti od metalnog kofaktora koji se nalazi u aktivnom mestu, postoje tri forme SOD kod
biljaka. Najzastupljenija je Cu/ZnSOD izoforma i nalazi se u stromi hloroplasta, citosolu,
apoplastu i peroksizomima. MnSOD prvenstveno se nalazi u mitohondrijama i peroksizomima,
mada je ima i u apoplastu i Celijskom zidu, dok je prisustvo FeSOD potvrdeno u stromi
hloroplasta (Mittler i sar., 2004). Sa druge strane, askorbat-peroksidaza (APX, EC 1.11.1.11)
nalazi se u razliCitim Celijskim odeljcima, stromi (sAPX) i tilakoidima hloroplasta (tAPX), u
membranama peroksizoma i glioksizoma (mAPX), u citosolu (cAPX) i u mitohondrijskoj
membrani (mitAPX). APX koristi askorbat kao donor elektrona za redukciju H20: i osetljiva je
na snizene vrednosti askorbata. U ovoj reakciji nastaje mono-dehidroaskorbil-radikal, koji
spontano prelazi u askorbat i dehidroaskorbat (DHA) (Shigeoka i sar., 2002).

Na nivou fotosistema II singletni kiseonik nastaje u reakciji kiseonika sa ekscitiranim
hlorofilom u tripletnom stanju, pri ¢emu dolazi do formiranja lipidnih peroksil-radikala (Apel
i Hirt, 2004; Das i Roychoudhury, 2014). U fotorespiraciji enzim Rubisco u hloroplastima
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vezuje se za molekulski kiseonik umesto za CO», pri ¢emu se formiraju 3-fosfoglicerat i 2-
fosfoglikolat. Nastali glikolat oksiduje se u peroksizomima do glioksilata, pri ¢emu se formira
vodonik-peroksid. Glioksilat se zatim u reakciji transaminacije prevodi do glicina. Sledeci
korak fotorespiracije odvija se u mitohondrijama, gde se dva molekula glicina kondenzuju i
stvaraju serin, koji prelazi u peroksizome, redukuje se do glicerata i kao 3-fosfoglicerat
ukljucuje se u Kalvin-Bensonov ciklus (Gupta i sar., 2015; Dellero i sar., 2016). Produkcija
ROS, pre svega H20:; i superoksid anjon radikala, u mitohondrijama nastaje redukcijom
molekulskog kiseonika pomocu elektrona koji cure iz kompleksa I i III elektron-transportnog
lanca (Rhoads i sar., 2006).

U odgovoru na razliCite vrste stresa reaktivne kiseoni¢ne vrste nastaju i na nivou
Celijske membrane, kada dolazi do akumulacije O2*- u prisustvu NADH, kao i H202, koji nastaje
dismutacijom O3*-, ili u reakciji sa peroksidazama III klase iz Celijskog zida. Takode, radikalske
vrste koje nastaju u apoplastu mogu biti posledica aktivnosti i drugih enzima, kao Sto je
germin like oksalat-oksidaza u ¢elijskoj membrani ili ksantin-oksidaza u peroksizomima i
glioksizomima (Kukavica i sar., 2012; Smirnoff i Arnaud, 2019).

1.2.3. Promene na molekularnom nivou kod biljaka indukovane suSom

Prilikom izlaganja biljaka susi dolazi do indukcije razlicitih gena koji imaju funkciju u
odgovoru i u razvijanju tolerancije na stres (Yang i sar, 2021). U procese signalne transdukcije
ukljuCeni su brojni biljni hormoni (prvenstveno apscisinska Kiselina, ABA), zatim Ca2*,
reaktivne kiseoni¢ne vrste, inozitol trifosfat, kao i razliCiti transkripcioni faktori (Kaur i
Asthir., 2017; Yang i sar., 2021). Produkti gena koji se indukuju suSom ucestvuju u signalnim
kaskadama i procesima regulacije transkripcije, kao Sto su MAPK - mitogen aktivirajuce
protein kinaze, fosfataze, transkripcioni faktori, strukturni proteini koji obezbeduju integritet
Celijske membrane, proteini zastupljeni u kasnoj fazi embriogeneze (LEA, eng. late
embryogenesis abundant proteins), dehidrini, proteini ukljuceni u transport vode (akvaporini)
i ugljenih hidrata, osmotin, kao i razlic¢iti antioksidanti (Kaur i Asthir., 2017; Liu i sar., 2017).
Ekspresija gena koji se indukuju u susi regulisana je na ABA-zavisan i ABA-nezavisan nacin
(Shinozaki i Yamaguchi-Shinozaki, 2007; Yoshida i sar., 2014; Soma i sar., 2021). U ABA-
zavisnom putu od klju¢nog znacaja su ZIP transkripcioni faktori (eng. zink finger proteins) i
AREB proteini (eng. ABA-responsive elements-binding), koji na susu deluju na transkripcionom
i post-transkripcionom nivou, ucestvuju¢i u razvoju tolerancije (Yamaguchi-Shinozaki i
Shinozaki, 2005; Agarwal i Jha, 2010; Yoshida i sar., 2014).

U promotorima ABA-regulisanih gena nalaze se cis-elementi - ABRE (eng. abscisic acid
responsive elements), koji kontroliSu ekspresiju gena preko bZIP-tipa AREB/ABF
transkripcionih faktora. Pokazano je da se MYC (eng. myelocytomatosis related proteins) i MYB
(eng. myeloblastosis related proteins) transkripcioni faktori vezuju za cis-elemente na
promotoru kod suSom inducibilnih gena, pri ¢emu ih aktiviraju (Singh i Laxmi, 2015). Pored
ovih transkripcionih faktora, u ABA-zavisnom putu pokazano je i prisustvo CBF4
(eng. C-repeat/drought-responsive element binding factor) koji ulestvuje u procesima
adaptacije biljaka na stres (Kaur i Asthir., 2017). U ABA-nezavisnom putu od klju¢nog znacaja
jesu DRE (eng. rehidration responsive element), CRT (eng. C-repeat) i NAC
(eng. dual regulator of nitrogen assimilation) elementi u promotorima gena koji se indukuju
susSom, za koje se vezuju razliciti transkripcioni faktori (Nakashima i sar., 2014).



1.3. Metabolizam apscisinske kiseline u susi

Apscisinska kiselina (ABA) je hormon ukljucen u brojne fizioloske procese u biljkama.
Prilikom izlaganja biljaka nepovoljnim sredinskim uslovima, kao Sto su suSa i visoke
koncentracije soli, dolazi do njene akumulacije. Medutim, u povoljnim uslovima spoljasnje
sredine nivo ABA vraca se na bazalni kada promoviSe optimalni rast. ABA reguliSe ekspresiju
razlicitih gena koji su znacajni za akumulaciju osmolita, ukljuceni u biosintezu LEA proteina,
dehidrina, kao i drugih proteina koji se indukuju stresom. Pri izlaganju vodnom stresu ABA
uCestvuje u regulaciji pokreta stoma, Sto se dalje odraZava na intenzitet transpiracije i na
fotosintetski kapacitet biljaka. Takode, u uslovima suSe u sadejstvu sa drugim hormonima
reguliSe rast korena ¢ime doprinosi adaptaciji biljaka na nepovoljne sredinske uslove. U
odgovoru na vodni deficit ABA moZe delovati preko brzih i sporih reakcija. Spore reakcije
odvijaju se preko genske regulacije, dok brzi odgovor podrazumeva zatvaranje stoma usled
promene u aktivnosti jonskih kanala (Ali i sar., 2020; Schroeder i sar., 2001).

1.3.1. Biosinteza i katabolizam ABA

U hemijskom smislu molekul ABA spada u seskviterpenoide (Ci15sH2004) Cija biosinteza
zapocinje od C5 prekursora izopentenil-pirofosfata (IPP) (Taylor i sar., 2000). U pocetku se
smatralo da biosinteza svih izoprenoida zapocinje u citosolu od mevalonata u mevalonskom
putu (MVA), a kasnije je pokazano da plastidni izoprenoidi nastaju u metileritriol-fosfatnom
putu (MEP) (Nambara i Marion-Poll, 2005). Nastali IPP konvertuje se do C20
geranil-geranil pirofosfata (GGPP), koji se zatim prevodi u zeaksantin. Zeakstantin predstavlja
prvi korak u biosintezi ABA. U dvostepenoj reakciji epoksidacije u prisustvu zeaksantin
epoksidaze (ZEP) zeaksantin se prevodi u trans-violaksantin. Formiranje cis-violaksantina i
neoksantina odvija se u prisustvu izomeraze i neoksantin sintaze (NYS). Slede¢i korak
podrazumeva formiranje Kksantoksina u prisustvu enzima 9-cis-epoksikarotenoid
dioksigenaze (NCED), koji se dalje konvertuje do ABA-aldehida pomoc¢u alkoholne
dehidrogenaze (ABA2). Poslednji korak u nastanku ABA podrazumeva oksidaciju ABA-
aldehida pomoc¢u ABA-aldehid oksidaze (AAO) (Vishwakarma i sar.,, 2017). Ve¢im delom
biosinteza ABA deSava se u plastidima, dok se poslednja dva koraka odvijaju u
citoplazmi (slika 2).

Kao Sto je vel receno, viSe razli¢itih enzima uklju¢eno je u metabolizam ABA.
Najznacajniji regulatorni korak u njenoj biosintezi odvija se u plastidima, gde pomenuti NCED
enzim katalizuje prevodenje cis-violaksantina i cis-neoksantina u ksantoksin. Pokazano je da
je ekspresija NCED gena znacajno poviSena u listovima biljaka u suSi (Iuchi i sar., 2001;
Milosavljevi¢ i sar., 2012; Landi i sar., 2017; Saad-Allah i sar., 2021), a da se nakon oporavka
od stresa njihova ekspresija znacajno smanjuje (Ilovieno i sar., 2016). Takode, sa povecanjem
intenziteta stresa suSe moZe doc¢i do inhibicije ekspresije NCED gena, $to, sa druge strane, ne
mora korelirati sa sadrzajem ABA u listovima (Changan i sar., 2018).

Katabolizam ABA neophodan je radi odrzavanja njenog bazalnog nivoa pri optimalnim
uslovima spoljasnje sredine i zasniva se na dva tipa reakcija - reakcijama hidroksilacije i
formiranja konjugata. U reakcijama hidroksilacije dolazi do oksidacije metil-grupe na
poloZajima C-7', C-8' ili C-9' u ciklicnom prstenu. Ova reakcija odvija se u prisustvu enzima
P450 monooksigenaze kodirane od strane CYPT707 gena, pri ¢emu se formira nestabilni
intermedijer koji spontano izomerizuje do fazeinske kiseline (PA), koja se dalje u prisustvu
reduktaza degraduje do dihidrofazeinske kiseline (DPA). Oba ova degradaciona produkta
imaju slabu ili nemaju biolosku aktivnost (Nambara i Marion-Poll, 2005; Chen i sar., 2020a).
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Karboksilna grupa na polozaju C-1 u ABA je primarno mesto za reakcije konjugacije.
ABA najceS¢e gradi konjugate sa glukozom formiraju¢i ABA-glukozne estre (ABA-GE) u
prisustvu UGT glukozil transferaze, mada se konjugacija moZe odvijati preko bilo koje druge
karboksilne grupe u molekulu ABA, pri ¢emu mogu da se nagrade i drugi konjugati. Nastali
ABA-GE konjugati su bioloSki neaktivni i transportuju se do vakuole i endoplazmati¢nog
retikuluma, dok se u uslovima stresa ABA-GE konjugati reverzibilno prevode u ABA u
prisustvu glikozil hidrolaze (BG), ¢ime se ¢uva njena homeostaza (Ma i sar., 2018).

]

v
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/ \ABA4
9-cis-violaksantin trans-neoksantin
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Citoplazma Ksantoksin
ABA katabolizaml l ABAZ | ABA konjugacija |
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Slika 2. Sematski prikaz biosinteze, katabolizma i konjugacije ABA. ABA se sintetise u plastidima od
karotenskih prekursora u reakcijama katalizovanim enzimima ZEP, VDE, ABA4, NCED, gde dolazi do prevodenja
zeaksantina u ksantoksin. Nastali ksantoksin u citosolu prevodi se u ABA-aldehid u prisustvu enzima alkoholne
dehidrogenaze (ABA2), a od ABA-aldehida u prisustvu ABA-aldehid oksidaze (AAO) nastaje ABA. Katabolizam
ABA podrazumeva prevodenje ABA u fazeinsku i difazeinsku kiselinu. Konjugacija ABA odvija se u prisustvu
enzima glukozil-transferaze (GT), pri ¢emu nastaju ABA-glukozni estri (ABA-GE) koji se transportuju do vakuola
i endoplazmatic¢nog retikuluma (ER). U prisustvu glukozil-hidrolaza (BG1) ABA-glukozni estri konvertuju se u
ABA. Preuzeto i prilagodeno iz Ali i sar., 2020.

U odgovoru biljke na stres od velikog je znacaja transport ABA izmedu celija, tkiva i
organa. ABA je slaba kiselina (pKa 4,7) i u biljkama egzistira u vidu anjonske (ABA-) i
protonovane forme (ABAH) (Schachtman i Goodger, 2008). ABA se transportuje u biljci
pasivnom difuzijom, ali i pomocu specifi¢cnih transportera (Kuromori i sar., 2018). Prilikom
izlaganja biljaka suSi akumulacija ABA u korenu usko je povezana sa smanjenjem
provodljivosti stoma, a njena biosinteza odvija se na nivou ksilema (Kuromori, 2018). U
uslovima smanjene vlaznosti vazduha ABA se sintetiSe u ¢elijama zatvaracicama (Ali i sar.,
2020). Protonovana ABA sintetisana u korenu oslobada se u ksilem i transportuje do
apoplasta prostom difuzijom. Zbog svoje lipofilnosti lako difunduje kroz membrane celija
mezofila i epidermisa. Usled konstantnog otpusStanja protona preko protonske pumpe na
membranama mezofilnih ¢elija, pH citoplazme je alkalnija u odnosu na apoplast, te ABAH lako
ulazi u Celije gde odmah disosuje na ABA- i H*. U optimalnim uslovima ABA- ostaje zarobljena
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u mezofilu, gde podleZe procesima katabolizma, ¢ime se sniZzava njena koncentacija i postaje
nedovoljna da inicira proces zatvanja stoma. Medutim, kod biljka u uslovima stresa pH
apoplasta se povecava, ¢ime se gubi pH gradijent na celijskim membranama mezofila i
epidermisa i tako je kod njih onemogucen ulazak ABA. Protonovana ABA tada u apoplastu
disosuje na ABA-i H* i kao takva (hidrofilna) ostaje zarobljena, tj. akumulira se (Hartung i sar.,
2005; Daszkowska-Golec, 2016).

Da bi ABA dospela do mesta svog delovanja, neophodan je njen transport preko
membrana, Sto se postiZe posredstvom razliCitih nosaca (transportera). ABC transporteri
(eng. ATP-binding cassette) veoma su zastupljeni na Celijskoj membrani kod biljaka, te tako
transporteri AtABCG40 i AtABCG25 u Arabidopsis thaliana reguliSu ulazak ABA u Cceliju,
odnosno njen izlazak. Sekundarnim ABA transporterima smatraju se AIT1 (eng. ABA-
IMPORTING TRANSPORTER 1) transporteri koji reguliSu ulazak ABA u ¢eliju (Kanno i sar.,
2012). Jedan od njih je nitratni trasnporter NPF, koji pripada familiji NRT1/PRT (eng. nitrate
transporterl/peptide transporter). Tretu grupu C¢ine DTX50 transporteri iz familije
DTX/MATE proteina (eng. detoxification efflux carriers/multidrug and toxic compound
extrusion) koji posreduju u prelasku ABA iz citoplazme u apoplast (Zhang i sar., 2014;
Daszkowska-Golec, 2016).

1.3.2. ABA signalni put i mehanizam zatvaranja stoma

ABA signalna kaskada obuhvata trostepeni regulatorni proces koji se sastoji iz tri
komponente: receptora, fosfataza i protein kinaza koje imaju ulogu posrednika i targeta.
Percepcija ABA od strane ABA receptora predstavlja prvi korak u ABA signalizaciji
(Raghavendra i sar., 2010). Osnovne komponente zaduZene za ABA prepoznavanje jesu
receptori koji pripadaju familiji proteina PYR/PYL/RCAR (eng. Pyrabactin Resistance
1/Pyrabactin Resistance 1-like PYR/PYL, Receptor Component of the ABA receptor - RCAR) i
PP2C protein fosfataze, negativni regulatori ABA signalizacije u biljkama (slika 3). U biljkama
je otkriveno 9 PP2C proteina, medutim, najviSe su proucavani oni ukljuceni u ABA
signalizaciju (HAB1, HAB2, ABI1, ABI2 i PP2CA) (Ma i sar., 2009; Park i sar., 2009; Ali i sar.,
2020). U odsustvu ABA, PP2C fizicki interaguje sa SnRK2 (eng. Sucrose non-fermenting Related
Kinase2) i inhibira njenu kinaznu aktivnost. Medutim, u prisustvu ABA PYR/PYL/RCAR
podleZe konformacionoj promeni i formira kompleks sa PP2C, dolazi do oslobadanja SnRK2 i
njene aktivacije autofosforilacijom. Aktivna SnRK2 smatra se pozitivnim regulatorom ABA
signalizacije jer u fosforilovanoj formi nizvodno aktivira AREB/ABFs transkripcione faktore
koji dalje uti¢u na transkripciju ABA-zavisnih gena (Ma i sar., 2009; Jung i sar., 2020).
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Slika 3. Percepcija i transdukcija signala za ABA. Pri niskoj koncentraciji ABA PP2C fizicki interaguje sa
SnRk2 i inaktivira je. Neaktivna SnRK2 je u nemogucnosti da prenosi signal na nizvodne ciljne molekule. Kada je
ABA zastupljena u poviSenoj koncentraciji, vezuje se za PYR/PYL/RCAR receptore i inhibira aktivnost PP2C, ¢cime
je SnRK2 kinaza slobodna da fosforiliSe nizvodne target proteine, kao Sto su AREB/ABF transkripcioni faktori,
anjonske kanale i da indukuje ABA odgovor. Preuzeto i prilagodeno iz Danquabh i sar., 2014.

Prilikom izlaganja biljaka susi dolazi do povecanja pH vrednosti ksilemskog soka, tj.
njegove alkalizacije, (ime se promoviSe zatvaranje stoma i inhibira rast listova. Promena pH
vrednosti ksilemskog soka doprinosi signalizaciji izmedu korena i lista i deluje sinergisticki sa
ABA, a takode se smatra ranim signalom koji utice na zatvaranje stoma. Uticaj pH na
zatvaranje stoma ogleda se prvenstveno na metabolizam ABA i njenu povec¢anu akumulaciju u
apoplastu. Takode, dolazi do promene vodnog statusa u listovima, ¢ime se smanjuje turgor
¢elija zatvaracica, Sto dovodi do zatvaranja stoma. Ova promena moZze se desiti i kada je nivo
ABA nepromenjen, odnosno pri niskim vrednostima vodnog potencijala listova. Promena pH
vrednosti ksilemskog soka utice i na redistribuciju endogene ABA u listovima, stimuliSu¢i njen
transfer u neposrednu okolinu celija zatvaraCica (Wilkinson, 1999; Schachtman i Goodger,
2008; Seo i Koshiba, 2011).

Svoju ulogu u zatvaranju stoma ABA ispoljava regulacijom neto fluksa na membranama
¢elija zatvaracica. Ovi procesi se odvijaju preko kalcijum-zavisnog i kalcijum-nezavisnog puta
(Sreenivasulu i sar., 2012; Chen i sar., 2020a). U kalcijum-zavisnom putu dolazi do otvaranja
kalcijumskih ulaznih kanala i povecanja koncentracija Ca?* u citoplazmi celija zatvaracica,
odnosno do aktivacije kalcijum-izlaznih kanala na tonoplastu (Chen i sar., 2020a). Kalcijum u
citoplazmi putem Ca-zavisnih kinaza uti¢e na aktivnost drugih prenosilaca na membrani
(protonska ATP-azna pumpa, kanali za kalijum i anjone). SuSom indukovane promene pH
vrednosti ksilemskog soka posledica su smanjene aktivnosti protonskih pumpi na
membranama Celija povezanih sa ksilemom, kao i sa promenom sadrZaja jona u tim ¢elijama.
Protonska ATP-azna pumpa reguliSe nivo H*jona u cCelijama i njena aktivnost je pozitivno
regulisana plavim svetlom i auksinom, dok se negativnim regulatorima smatraju ABA i joni
kalcijuma (Daszkowska-Golec, 2016). Pored ove pumpe, na membranama se nalaze i kanali za
kalijum koji reguliSu unosenje K* jona, koje je delom kompenzovano usvajanjem hloridnih,
nitratnih ili malatnih jona iz apoplasta. U nepovoljnim sredinskim uslovima do zatvaranja
stoma dolazi usled inhibicije H*-ATPaze i aktivacije kanala za efluks anjona, $to dovodi do
depolarizacije membrana (Daszkowska-Golec, 2016). Postoje dva tipa anjonskih kanala koja
se aktiviraju u susi, tzv. brzi (R, eng. rapid) i spori (S, eng. slow). Kanali S-tipa (SLAC1)
zaduZeni su za iznoSenje Cl- i NO3z- iz citoplazme Ccelija zatvaracica. Takode, depolarizacija
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membrana utiCe i na povelanje efluksa kalijumovih jona preko spoljasnjih ispravljajuc¢ih
kanala (Kout), kao i inhibicije kanala za unos kalijuma (Kis). Promene u aktivnosti svih ovih
kanala finalno dovode do smanjenja turgora Celija i zatvaranja stoma (Danquah i sar., 2014;
Mai sar,, 2018).

U kalcijum-nezavisnom putu u prisustvu ABA dolazi do fosforilacije OST1 kinaze
(eng. SnRK2.6/Open Stomatal), koja postaje aktivna i stimuliSe aktivaciju SLACI,
KUP/HAK/KT i QUAC1/ALMT1 proteinskih kanala za izlazak hloridnih, kalijumovih i malatnih
jona iz Celije, odnosno deluje inhibitorno na aktivnost KAT1 kanala za ulazak kalijuma u ¢eliju.
Promene u regulaciji ovih kanala dovode do smanjenja turgora u ¢elijama zatvaracicama i
finalno do zatvaranja stoma (Chen i sar., 2020a).

1.4. Mehanizmi otpornosti biljaka na stres susSe

Biljke su razvile razlicite strategije kako bi se izborile sa stresom suse. Ovi mehanizmi
otpornosti na vodni stres mogu se podeliti na potpuno izbegavanje susSe (eng. escape),
izbegavanje suSe (eng. avoidance) i na mehanizme tolerancije na susSu (Salehi-Lisar i
Bakhshayeshan-Agdam, 2016). Sve tri strategije doprinose razvoju oprornosti na susuy,
odnosno sposobnosti odrZavanja povoljnog vodnog balansa i turgidnosti pri stresu
(Osmolovskaya i sar., 2018).

Potpuno izbegavanje suse jeste strategija karakteristi¢na za jednogodisSnje biljke, kada
su rastenje, razvicCe i dobijanje semena zavrSeni pre nastupanja nepovoljnih uslova, odnosno
celokupni Zivotni ciklus biljke zavrSen je pre pojave suSe (Norton i sar., 2016). Ovaj
adaptacioni mehanizam karakteristi¢an je za populacije autohtonih biljaka, kao i nekih
Zitarica, kao S$to je pSenica (Shavrukov i sar., 2017). Kradi ciklus pracen je ranijim periodom
cvetanja i sazrevanja plodova, Sto se smatra oblikom adaptacije na stres. Potpuno izbegavanje
suSe desSava se kada se fenoloSki razvoj biljke poklapa sa periodima kada postoji dovoljna
vlaZnost u zemljistu (Salehi-Lisar i Bakhshayeshan-Agdam, 2016). Prinos biljaka je direktno
povezan sa trajanjem vegetativne i reproduktivne faze, te genotipovi koji rano sazrevaju
potencijalno imaju niZi indeks evapo-transpiracije, niZi indeks lisne povrsine i samim tim i niZi
prinos (Aslam i sar., 2015).

Mehanizam izbegavanja suSe podrazumeva sposobnost biljaka da izbegnu efekte suse,
tj. da odrZavaju osnovne fizioloSke procese pri blagom i umerenom vodnom deficitu tako $to
prilagodavaju brzinu svog rastenja, kao i promene na morfoloSkom nivou (Delzon, 2015; Fang
i Xiong, 2015). Ovaj mehanizam ukljucuje odrZavanje visoke vrednosti vodnog potencijala u
stresnim uslovima povecavanim usvajanjem vode, odnosno sprecavanje njenog odavanja
transpiracijom (Osmolovskaya i sar., 2018). U ovim uslovima biljke imaju sposobnost brzog
zatvaranja stoma, Sto je regulisano hormonom ABA, kako bi se sprecila prekomerna
transpiracija. Takode, dolazi do uvijanja listova i do njihovog voskiranja, a sve u cilju Sto veceg
zadrzavanja vode (Fang i Xiong, 2015; Osmolovskaya i sar., 2018). Primecene su i morfoloske
promene na nivou listova, te dolazi do redukcije lisne povrSine, pojave dlaCica i formiranja
manjih i tanjih listova (Gaur i sar., 2008; Aslam i sar., 2015). Ovo za posledicu ima i smanjenu
fotosintezu, kao i preusmeravanje transporta asimilata u cilju poboljSanja rastenja korena
(Osmolovskaya i sar., 2018). Povecano usvajanje vode korenovim sistemom uslovljeno je
njegovim izduZivanjem, kako bi dospeo do dubljih slojeva zemljista, a dolazi i do povecanog
grananja korenova i povecanja odnosa korena i nadzemnog dela biljaka (Fang i Xiong, 2015;
Salehi-Lisar i Bakhshayeshan-Agdam, 2016). Ovaj mehanizam otpornosti na stres obuhvata i
ubrzani prelazak iz vegetativne u reproduktivnu fazu, kako bi se izbegli efekti veoma jakog
stresa suSe (Fang i Xiong, 2015).
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1.4.1.  Tolerancija biljaka prema susi

Tolerancija biljaka na suSu definiSe se kao sposobnost biljaka da preZive pri niskim
vrednostima ukupnog vodnog potencijala u tkivu (Kumar i sar.,, 2017). Da bi se u biljci
normalno odvijali fizioloSki procesi, dolazi do akumulacije jedinjenja koja imaju
osmoprotektivnu ulogu (aminokiseline, ugljeni hidrati, poliamini), pove¢ava se aktivnost
enzima koji ucestvuju u antioksidativnoj odbrani, kao i sadrzaj neenzimskih antioksidanata
(askorbat i glutation) i produkata sekundarnog metabolizma (Das i Roychoudhury, 2014).
Proces akumulacije ovih jedinjenja oznacava se kao osmotsko prilagodavanje i veoma zavisi
od stepena i duZine trajanja stresa (Murtaza i sar., 2016). Prilikom vodnog deficita, kao
rezultat akumulacije osmolita sniZava se osmotski potencijal u celiji, zbog c¢ega dolazi do
povecanja apsorpcije vode u celiji, Sto doprinosi odrZavanju turgorovog potencijala
(Farooq i sar., 2009). Tokom osmotskog stresa biljne ¢elije akumuliraju razli¢ite molekule u
cilju sprec¢avanja gubitka vode i uspostavljanja turgora. Dolazi do akumulacije jona K+, Na*, Cl-,
ili organskih jedinjenja koja u sebi sadrZe azot, kao Sto su prolin i druge aminokiseline,
poliamini (putrescin, spermidin i spermin) i kvaternerna amonijum-jedinjenja, kao Sto je
glicin-betain. Pored ovih osmolita, u odgovoru na stres dolazi do akumulacije saharoze,
SeCernih alkohola i oligosaharida. Akumulacija ovih osmolita dovodi do stabilizacije
membrana i odrZavanje stabilne konformacije proteina pri niskim vrednostima vodnog
potencijala (Reddy i sar., 2004; Alcazar i sar., 2020).

1.4.1.1. Aminokiseline

Prolin je proteinogena aminokiselina Siroko zastupljena kod visih biljaka, ¢iji se sadrZaj
znacajno povecava pod dejstvom razlicitih faktora spoljasnje sredine (Ashraf i Foolad, 2007).
Pokazano je da prilikom izlaganja biljaka suSi, visokim koncentracijama soli, visokom
intenzitetu svetlosti i UV zracenju, kao i prisustvu teskih metala i oksidativnog stresa dolazi
do akumulacije prolina (Szabados i Savoure, 2010). PoviSena akumulacija prolina odrzava
Celijski turgor te se moze koristiti kao biohemijski marker za proveru reakcija kod biljaka na
susu (Panda i sar., 2021).

Kao osmoprotektant prolin ucestvuje u stabilizaciji proteinskih i membranskih
struktura u ¢eliji i redukuje osmotski potencijal, pri ¢emu sprecava da dode do dehidratacije
tkiva (Bandurska, 2001; Kavi Kishor i sar., 2015). Takode, prolin ima ulogu i antioksidanta i
signalnog molekula, ¢cime dodatno obezbeduje zastitu biljke od gubitka vode (Ashraf i Foolad,
2007; Szabados i Savoure, 2010). Predstavlja svojevrsni depo ugljenika i azota koji ¢e biljka
koristiti nakon perioda stresa (Farooq i sar., 2009). U uslovima stresa akumulacija prolina
moZe biti rezultat njegove povecane biosinteze, odnosno smanjene razgradnje (Planchet i sar.,
2014). Kod biljaka postoje dva biosintetska puta prolina. Jedan zapocinje u mitohondrijama
od glutaminske kiseline gde enzim A-1-pirolin-5-karboksilat-sintetaza (P5CS) katalizuje
konverziju glutaminske Kkiseline u A-1-pirolidin-5-karboksilat (P5C) u citoplazmi ili
hloroplastima, a zatim enzim P5C reduktaza (P5CR) redukuje nastali karboksilat do prolina.
Ovaj put je glavni za biosintezu prolina u uslovima osmotskog stresa (Verbruggen i Hermans,
2008; Szabados i Savoure, 2010). Drugi biosintetski put prolina zapocCinje od ornitina u
mitohondrijama u prisustvu enzima ornitin 6-aminotransferaze (OAT), koji katalizuje
formiranje P5C, koji se dalje redukuje do prolina pomoc¢u aktivnosti enzima P5CR (Liang i sar.,
2013). Prolin je vaZna komponenta matriksa celijskog zida. Proteini vezani za Celijski zid
bogati hidroksiprolinom veoma su znacajni u odrZavanju strukture biljne celije, odnosno
njene ¢vrstine (Kavi Kishor i sar., 2015).
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Osim S$to imaju ulogu osmoprotektanata, slobodne aminokiseline znacajno doprinose
usvajanju azota kroz njegovu ponovnu asimilaciju i odrZavanje homeostaze proteina u
uslovima suSe (Ramanjulu i Sudhakar, 1997).

Pored fotosinteze, vodni stres utice i na procese respiracije u biljkama (Atkin i
Macherel, 2009). Respiracijom dolazi do sinteze ATP molekula, obezbeduje se ugljenik za
brojne biosintetske procese i reguliSe Celijski redoks-potencijal (Pires i sar., 2016). Iako
respiracija prevashodno zavisi od oksidacije ugljenih hidata, u uslovima stresa neophodno je
obezbediti alternativne supstrate za respiratorne procese. Pokazano je da se aminokiseline
razgranatog lanca (BCAA, eng. branched-chain amino acids) u uslovima suSe alternativno
koriste kao supstrati za ciklus limunske kiseline. Pri vodnom deficitu, katabolicki produkti
aromati¢nih i aminokiselina razgranatog boc¢nog lanca mogu biti supstrati za
flavoprotein/elektron-transfer flavoprotein-ubihinon oksidoreduktazni put (ETF/ETFQO),
kao i alternativni donori elektrona elektron-transpotnom lancu u mitohondrijama (Araujo i
sar., 2010). ETF/ETFQO put, kao i produkti nastali katabolizmom BCAA (leucin, izoleucin i
valin), ali ne nuzno i akumulacija BCAA igraju znacajnu ulogu u toleranciji biljaka na kratke
susne epizode (Pires i sar., 2016). Arginin, sa druge strane, predstavlja najvecu rezervu
organskog azota u biljkama i prekursor je u biosintezi razli¢itih poliamina i azot monoksida
(NO) ¢iji se nivo znacajno povecava u susSi (Winter i sar., 2015). Asparaginska kiselina
ucestvuje u biosintetskom putu razlic¢itih biomolekula, kao $to su organske i aminokiseline, a
prekursor je u biosintezi nikotinamid adenin dinukleotida (NAD). Zajedno sa glutaminskom
kiselinom, asparaginom i glutaminom ukljucen je u reciklazu, skladiStenje i transport azota
kod semena u fazi klijanja i u vegetativnim organima biljaka. Pokazano je da se nivo
asparaginske kiseline znacajno menja u lisnom tkivu i korenu u susi (povecava ili smanjuje),
te se ovaj metabolit moZe smatrati biomarkerom stresa suSe (Han i sar., 2021). Takode,
povecanje sadrzaja aminokiselina kao Sto su glutamin, triptofan, alanin, aspartat i ornitin
nakon izlaganja suSi ukazuju na to da su njihovi metabolicki putevi direktno povezani sa
razvijanjem tolerancije na vodni stres (You i sar., 2019).

1.4.1.2.  Ugljeni hidrati

Kod brojnih biljnih vrsta zabeleZen je visok stepen korelacije izmedu akumulacije
slobodnih ugljenih hidrata (Secera) i Se¢ernih alkohola i tolerancije na susu (Redillas i sar.,
2012; Hou i sar., 2018; Marcek i sar., 2019; Almaghamsi i sar., 2020; Du i sar., 2020a). Pri
vodnom deficitu Seceri svoju funkciju iskazuju kao osmotski agensi i osmoprotektanti. Kao
osmotski agensi ucestvuju u odrZavanju Celijskog turgora i osmotskog prilagodavanja, dok kao
osmoprotektanti doprinose integritetu proteina i membranskih struktura formirajuci
vodoni¢ne veze sa polarnim ostacima aminokiselina i fosfatnim grupama u fosfolipidima
(Mukarram i sar., 2021).

Osim $to imaju ulogu u osmotskom prilagodavanju, ugljeni hidrati su klju¢ni molekuli i
signalni intermedijeri razlic¢itih metabolickih puteva u biljnoj celiji (Kaur i sar., 2021). Pri
vodnom stresu metabolizam ugljenih hidrata je veoma dinamican proces koji ukljucuje
istovremeno i njihovu akumulaciju i degradaciju (Rosa i sar., 2009). Proucavanje signalnih
puteva, metabolizma, transporta i akumulacije ugljenih hidrata je neophodno kako bi se
razumela njihova fizioloSka funkcija i molekularna regulacija prilikom izlaganja biljaka susi.
Brojne studije su pokazale da prilikom vodnog stresa dolazi do akumulacije razlicitih
monosaharida, saharoze, trehaloze, oligosaharida rafinoznog tipa, fruktana i alkohola, kao Sto
je sorbitol (Bartels i Sunkar, 2005; Mata i sar., 2016). Porast nivoa slobodnih ugljenih hidrata
Cesto je posledica hidrolize skroba i povecane ekspresije gena za saharoznu sintazu i
saharoznu fosfatazu. Ovo je narocito izrazeno kod biljaka vaskrsnica gde dolazi do znacajne
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akumulacije saharoze u cilju razvijanja tolerancije na stres (Scott, 2000; Bartels i Sunkar,
2005; Dinakar i Bartels, 2013).

Saharoza je disaharid sastavljen od molekula glukoze i fruktoze medusobno povezanih
a-1, B-2-glikozidnom vezom. Ima ulogu osmolita koji odrZava ¢elijsku homeostazu, a takode je
supstrat za procese Celijske respiracije. Kod brojnih biljnih vrsta pokazano je da dolazi do
njene akumulacije pri vodnom stresu (Massacci i sar., 1996; Mane i sar., 2008;
Du i sar., 2020a), mada su zabeleZeni slucajevi gde njen sadrzaj opada (Todaka i sar., 2017;
Yang i sar., 2019a). Takode, pokazano je da u uslovima vodnog stresa dolazi do povecane
ekspresije gena uklju¢enih u njen metabolizam (Ozturk i sar., 2021). OdrZavanje homeostaze
saharoze izmedu razlicitih tkiva u biljci predstavlja vaZnu strategiju za rastenje i razvice
tokom stresa. Pokazano je da povecani nivo ABA pri vodnom stresu u pirincu indukuje
ekspresiju OsbZIP72 transkripcinog faktora, koji dalje reguliSe ekspresiju transportera za
saharozu, ¢ime se utiCe na njenu distribuciju u biljci tokom stresa (Mathan i sar.,, 2021).
Takode, ABA i saharoza regulisu ekspresiju ABI4 transkripcionog faktora (eng. ABA-insensitive
4) koji modulira ekspresiju razli¢itih gena uklju¢enih u razvijanju tolerancije na susu (Kaur i
sar., 2021). Pri blagom stresu suSe osmoliti koji se dominantno akumuliraju su saharoza i
prolin. Medutim, pri jakom vodnom stresu ili u kombinaciji sa toplotnim stresom
predominantno se akumulira saharoza, dok se nivo prolina znacajno ne menja (Rizhsky i sar.,
2004). Gotovo 80% ugljen-dioksida asimilovanog u procesu fotosinteze usmerava se ka
sintezi saharoze (Rosa i sar., 2009). Takode, saharoza je najzastupljeniji ugljeni hidrat koji se
transportuje od fotoasimiliraju¢ih organa proizvodaca do organa primaoca (potrosaca) i €ini
preko 80% ukupne transportovane rastvorne materije u floemu, Sto se moZe pripisati njenoj
nereaktivnoj strukturi (Kaur i sar., 2021; Ozturk i sar., 2021). Ulazak saharoze u floem moze
se odvijati preko apoplasta pomoc¢u protonskih ATPaznih transportera, odnosno putem
simplasta preko cCelija pratilaca. Pri vodnom stresu transport saharoze floemom usmeren je ka
korenu kako bi se obezbedila neophodna energija za njegov rast (Kaur i sar., 2021). Pove¢ana
razgradnja saharoze do glukoze i fruktoze moZe da poboljSa osmotsku regulaciju pri vodnom
stresu. Takode, pokazano je da postoji pozitivna korelacija izmedu metabolizma saharoze u
listovima i odnosa korena i nadzemnog dela biljke, odnosno da povecana biosinteza saharoze
u listovima doprinosi ve¢em rastu korena (Du i sar., 2020b). Razvoju tolerancije na stres
saharoza doprinosi i tako Sto se vezuje za membranske i proteinske strukture i stabilizuje ih
(Ozturk i sar., 2021).

Trehaloza je neredukuju¢i disaharid sacinjen od dva molekula glukoze koja su
medusobno povezana a, a-(1,1)-glikozidnom vezom. Hemijski je nereaktivna i odlikuje je
visoka rastvorljivost, te se moze akumulirati u veéoj koncentraciji u biljci bez negativnog
uticaja na metabolicke procese (Jinhua i sar., 2022). Znacajan je izvor ugljenika i energije u
biljkama (Mukarram i sar., 2021), ima transportnu funkciju, a u uslovima stresa svoj doprinos
viSe pokazuje time Sto stabilizuje membranske strukture i onemogucava njihovu agregaciju i
spreCava denaturaciju proteina i enzima, pre nego Sto ucestvuje u regulaciji vodnog
potencijala (Mane i sar., 2008; Farooq i sar., 2009; Fernandez i sar., 2010; Koyro i sar., 2012).
Pokazano je da egzogeni tretman trehalozom u biljkama sniZava nivo H202 i uti¢e na poveéanu
aktivnost antioksidativnih enzima, kao i na sadrzaj hlorofila, te samim tim ima pozitivan
efekat na procese fotosinteze (Yu i sar., 2019; Ozturk i sar., 2021). Tretman trehalozom
sniZava vrednosti ABA u biljci, odnosno dovodi do smanjene ekspresije gena koji kodiraju
enzime ukljuCene u njenu biosintezuy, tj. indukuje ekspresiju gena povezanih sa katabolizmom
i ABA signalizacijom. Stoga se moZe zakljuciti da tretman trehalozom doprinosi razvijanju
tolerancije na susSu tako Sto utiCe na signalne procese ABA, a ne na njen metabolizam (Yu i sar.,
2019).

Pri vodnom stresu promena koncentracije ugljenih hidrata posledica je regulacije
njihovog metabolizma, odnosno transporta. [ako je proces asimilacije ugljenika narusSen u
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susi, biljke akumuliraju znacajnu koli¢inu rastvornih ugljenih hidrata, kao Sto su glukoza,
fruktoza, stahioza, galaktoza, Secerni alkoholi (Mata i sar., 2016). Osim $to odrzavaju turgor
Celije, rastvorni ugljeni hidrati su i signalni molekuli, a uticu i na ekspresiju velikog broja gena
(Yang i sar., 2019a).

Ugljeni hidrati povezani su sa signalnim putevima koji su posredovani SnRK (eng.
sucrose non-fermenting related kinase) i TOR (eng. target of rapamycin) kinazama (Kaur i sar.,
2021). Pri stresu dolazi do aktivacije SnRK1, koja utice na aktivnost razlic¢itih transkripcionih
faktora - regulatora biosinteze jedinjenja koja se indukuju u suSi. Takode, glukoza i njeni
derivati interaguju sa SnRK1 i SnRK2, koja zajedno ucestvuju u ABA signalnom putu u cilju
regulacije odgovora na stres suSe (Hey i sar., 2009; Kulik i sar., 2011). TOR kinaza integriSe
spoljasnje i unutrasnje signale i na taj nacin ucestvuje u procesu modulacije rasta kod biljaka.
Pokazano je da glukoza u €eliji ima stimulatorno dejstvo na aktivnost ove kinaze (Xiong i sar.,
2013). Ugljeni hidrati i razli€iti biljni hormoni, na prvom mestu ABA, interaguju u cilju
razvijanja tolerancije na suSu. Tako je pokazano da tokom suSe glukoza direktno regulise
aktivnost ABA2 enzima Kkoji je uklju¢en u metabolizam ABA (Kaur i sar., 2021).

Vodni stres indukuje akumulaciju glukoze i fruktoze u fotoasimiliraju¢em tkivu lista,
proizvodaca asimilata (eng. source), i njihovu realokaciju do tkiva potrosaca asimilata
(eng. sink) -mladih listova i korena (Durand i sar., 2016). Dok glukoza ima ulogu osmolita,
supstrata za Celijsku respiraciju i signalnog molekula (Rosa i sar., 2009), fruktoza ne pokazuje
primarno osmoprotektivnu funkciju, ve¢ je prvenstveno ukljucena u biosintezu sekundarnih
metabolita, tj. povezana je sa biosintezom eritrozo-4-fosfata, supstrata za biosintezu lignina i
drugih fenolnih jedinjenja (Hilal i sar., 2004).

Akumulacija ugljenih hidrata pri vodnom stresu odvija se odredenom dinamikom.
Pokazano je da se u najranijoj fazi suSe prvo i u najveéoj meri akumuliraju rafinoza i
oligosaharidi rafinoznog tipa (rafinoza, stahioza), pa tek onda fruktoza, eritritol i glukoza.
Kako pri blagom stresu susSe ne dolazi do znacajne akumulacije ostalih ugljenih hidrata, za
Fabregas i Fernie, 2019). Oligosaharidi rafinoznog tipa odrZavaju turgor Celija, stabilizuju
proteine i membranske fosfolipide, a pokazuju i antioksidativna svojstva eliminisuci hidroksil-
radikal, ¢cime doprinose odrZanju redoks homeostaze u Celiji (Nishizawa-Yokoi i sar., 2008).
Pri dehidrataciji kod biljaka vaskrsnica dolazi do razgradnje rafinoze, ¢cime se obezbeduju
rezerve ugljenika za sintezu saharoze. S druge strane, akumulacija rafinoze u dehidrataciji
moZe poticati i od povecanog nivoa heksoza (ElSayed i sar., 2014). Povecani nivo galaktoze u
susi povezan je sa biosintezom osmoprotektanata, dok akumulacija maltoze doprinosi
oc¢uvanju membranskih struktura. S druge strane, akumulirana ksiloza u susi prevashodno
sluZi kao prekursor za biosintezu hemiceluloze u ¢elijskom zidu biljaka (Khan i sar., 2020).
Secerni alkoholi ili polioli na osnovu strukture podeljeni su u dve grupe: cikli¢ne (mioinozitol,
pinitol) i linearne (sorbitol, manitol, ribitol, ksilitol). Ova jedinjenja su rastvorna u vodi i
doprinose razvoju tolerancije biljaka na osmotski stres reguliSu¢i nivo jona natrijuma u
vakuolama i apoplastu i odrZzavanjem integriteta membranskih struktura (Sharma i sar.,,
2019). Sorbitol je Secerni alkohol sa Sest C-atoma koji nastaje paralelno sa saharozom tokom
fotosinteze i redistribuira se od tkiva proizvodaca do tkiva potroSaca u biljci (Singh i sar.,,
2015). Kao i vecina poliola efekat u osmotskom prilagodavanju ovi molekuli postiZu preko
svojih hidroksilnih grupa koje zamenjuju -OH grupe u molekulu vode i sluZe za uspostavljanje
hidrofilnih interakcija sa membranskim proteinima i lipidima, te na taj nacin ucestvuju u
odrzavanju cCelijskih struktura. Ova jedinjenja odlikuje inertnost u sistemu, odnosno ne
ometaju odvijanje normalnih metabolickih procesa u ¢eliji (ElSayed i sar., 2014).
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1.5. Antioksidativna zastita u uslovima suse

1.5.1. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja predstavljaju raznovrsnu grupu sekundarnih metabolita koji u
svojoj strukturi sadrZe aromaticni prsten i jednu ili viSe hidroksilnih grupa (Sakakibara i sar.,
2003). Svoja antioksidativna svojstva ispoljavaju na taj nacin Sto imaju veliki kapacitet da
doniraju elektrone ili protone i grade stabilnije radikalske vrste od ROS
(Rice-Evans i sar., 1996). Polifenoli takode mogu da heliraju jone prelaznih metala i na taj
nacin spreCe formiranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Ova jedinjenja ,hvataju” singletni
kiseonik, a inhibiraju i lipidnu peroksidaciju vezivanjem za lipidni alkoksilni radikal. Dalje,
ucestvuju u modifikaciji membrana menjajuci redosled lipida, ¢ime smanjuju njihovu fluidnost
(Sharma i sar., 2012). Takode, fenolna jedinjenja u biljnim ¢elijama predstavljaju veoma vazne
supstrate za peroksidaze klase III, pri ¢emu ucestvuju u uklanjanju vodonik peroksida
(Veljovi¢ Jovanovi¢ i sar., 2018). U osnovi njihove strukture nalazi se fenilpropanoidna
jedinica (C6-C3) i mogu se podeliti na hidroksibenzoeve kiseline (HBA), hidroksicimetne
kiseline (HCA), kumarine, flavonoide, proantocijanidine, stilbene, lignane i lignine (Antolovich
i sar., 2000). Flavonoidi se na osnovu strukture dele na: flavone, flavonole, flavanone,
flavanole, izoflavone, halkone i antocijanidine (Rice-Evans i sar., 1996) i imaju vaznu ulogu u
zastiti tkiva od UV zraCenja kada akumuliraju u epidermalnom sloju lista (Treutter, 2006).
Nalaze se u razli¢itim Celijskim odeljcima, uglavnom u vakuolama i apoplastu, i to najceSce u
formi glikozida. Mnoga fenolna jedinjenja, pre svega hidroksicimetne kiseline i lignin
ucestvuju u polimerizaciji Celijskog zida kod biljaka. Fenolna jedinjenja akumuliraju se u
biljkama kao odgovor na razli¢ite abiotske i biotske stresogene faktore i doprinose razvoju
tolerancije na njih (Naikoo i sar., 2019).

1.5.2. Karotenoidi

Karotenoidi (likopen, B-karoten) su lipofilni antioksidanti ukljueni u eliminaciju
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Kod biljaka apsorbuju svetlost u oblasti 400-550 nm i direktno
su ukljuceni u procese fotosinteze. Svoja antioksidativna svojstva ispoljavaju tako Sto vrse
uklanjanje singletnog kiseonika nastalog u procesima fotosinteze, Cime sprecavaju oStecenja
fotosintetskog aparata. Takode, ucestvuju u uklanjaju lipidnog peroksil radikala, ¢ime
doprinose odrzavanju integriteta membrana (Sharma i sar., 2012; Havaux, 2014).

1.5.3. Askorbat

Askorbinska kiselina ili askorbat (Asc) je veoma zastupljen antioksidant u biljnom
svetu. Njegov biosintetski put u biljkama zapocinje od guanozin-difosfat-manoze (GDP-Man)
preko razli¢itih galaktoznih intermedijera do L-galakono-1,4-laktona (Smirnoff i Wheeler,
2000).

Ukljucen je u brojne fizioloSke procese u biljkama, kao Sto su fotosinteza, deoba cCelije i
Celijska diferencijacija, razvice, i u procese adaptacije na razlicite stresne faktore (Akram i sar.,
2017; Xiao i sar., 2021). Naden je u gotovo svim tipovima celija biljaka, ima ga i u organelama
(hloroplasti, mitohondrije, vakuole) i apoplastu. Smatra se veoma mo¢nim antioksidantom jer
ima sposobnost da donira elektrone u brojnim enzimskim i neenzimskim reakcijama (Veljovi¢
Jovanovi¢ i sar., 2017). Askorbat ima klju¢nu ulogu u eliminaciji ROS koje nastaju prilikom
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izlaganja biljaka razli¢itom abiotskom stresu, kao Sto su svetlost visokog intenziteta, susa ili
salinitet (Vidovi¢ i sar., 2015a; Anjum i sar.,, 2017b; AbdElgawad i sar. 2016). Takode,
kofaktor je za razli¢ite enzime koji u€estvuju u biosintezi hormona, na primer za NCED, koji
ucestvuje u metabolizmu ABA (Pastori i sar., 2003) ili 1-aminociklopropan-1-karboksilat
oksigenazu, koja katalizuje stvaranje etilena (Houben i Van de Poel, 2019). Askorbat ucestvuje
u hidroksilaciji prolinskih ostataka tokom biosinteze ekspanzina, te je znacajan za elongaciju
korenova, formiranje vakuola i Sirenje ¢elijskog zida (Noctor i Foyer, 1998a). U fizioloskim
uslovima askorbat uglavnom egzistira u redukovanoj formi, a u hloroplastima njegova
koncentracija moZe biti ¢ak u milimolarnom opsegu (Noctor i Foyer, 1998a). U viSim
koncentracijama zastupljen je u tkivima koja ucestvuju u procesima fotosinteze i u tkivima
koja se intenzivno dele (meristem), dok u apoplastu ucestvuje u antioksidativnoj odbrani
¢elijskog zida (Smirnoff, 2005). Superoksid-anjon-radikal nastao u hloroplastima prilikom
izlaganja biljaka visokom intezitetu svetlosti u prisustvu enzima superoksid-dizmutaze
disproporcioniSe do H202 i vode, pri ¢emu nastali peroksid biva uklonjen aktivno$¢u askrobat-
peroksidaze, koja kao donor elektrona koristi askorbat (Veljovi¢ Jovanovic¢ i sar., 2001). S
druge strane, askorbat moZe direktno da neutraliSe singletni kiseonik, koji vrsi oksidaciju
karotenoida i tokoferola, pri ¢emu oni bivaju redukovani od strane askorbata (Smirnoff,
2005). U indirektnom uklanjanju ROS askorbat je kofaktor za enzim violaksantin de-
epoksidazu (VDE), koja ucestvuje u redukovanju violaksantina u zeaksantin, te na taj nacin
stiti fotosisitem II od fotooksidacije (Xiao i sar., 2021). Askorbat igra klju¢nu ulogu u
odrzavanju redoks homeostaze kod biljaka, koja je znaCajno naruSena u abiotskom stresu,
kada dolazi do akumulacije ROS. Redoks stanje askorbata u apoplastu regulisano je pomocu
enzima askorbat oksidaze (AO) smeStenog u cCelijskom zidu, koji katalizuje oksidaciju
askorbata uz istovremenu redukciju Oz do H202 (Pignocchi i Foyer, 2003). Pokazano je i da je
aktivnost AO u korelaciji sa brzinom razvica ¢elijskog zida (Smirnoff i Wheeler, 2000). De novo
sinteza askorbata, kao i njegova regeneracija u askorbat-glutation (Asc-GSH) ciklusu od
dehidroaskorbata (DHA) u prisustvu glutationa, odnosno mono-dehidroaskorbata (MDHA) u
prisustvu enzima mono-dehidroaskorbat reduktaze (MDHAR), kljucni su za eliminaciju ROS u
stanju stresa i za razvoj tolerancije na stres. Ukoliko ne dode do regeneracije askorbata,
oksidovana forma Ce se raspasti do oksalata ili tartarata (Green i Fry, 2005). Tako je pokazano
da u susi dolazi do povecane ekspresije gena koji kodiraju enzime Asc-GSH ciklusa, ¢ime se
povecava tolerancija na nju (Broad i sar., 2020). U okviru askorbat-glutation ciklusa MDHAR
katalizuje redukciju MDHA do askorbata u prisustvu nikotinamid adenin dinukleotid fosfata
NAD(P)H. Redukcija DHA do askorbata odvija se u prisustvu dehidroaskorbat reduktaze
(DHAR), koja za donore elektrona koristi redukovani glutation (GSH), pri ¢emu se formira
njegova oksidovana forma (GSSG). GSSG se zatim prevodi do redukovanog glutationa
aktivnos¢u glutation-reduktaze (GR) u prisustvu NADPH (Foyer i Noctor, 2011).

1.5.4. Glutation

Glutation je mali, unutarcelijski tiolni molekul, zastupljen kod vecine prokariota i
eukariota, u kojima predstavlja glavni izvor neproteinskog redukovanog sumpora.
Redukovana forma glutationa (GSH) je tripeptidni tiol formule y-Glu-Cys-Gly, dok se u
oksidovanom obliku (GSSG) nalazi joS jedan molekul GSH (Noctor i Foyer, 1998a). Izuzetno je
snazan antioksidant i ucestvuje u brojnim procesima u celiji. Biosinteza glutationa
podrazumeva dve uzastopne ATP-zavisne reakcije u prisustvu enzima y-glutamilcistein
sintetaze i glutation sintetaze (Noctor i sar., 2002b). U C(celiji se nalazi u citosolu,
mitohondrijama i endoplazmati¢cnom retikulumu. Glutation je ukljucen u razli¢ite fizioloske
procese u biljkama, kao Sto su rastenje i razvice, sinteza proteina i nukleinskih kiselina,
genska ekspresija, i to narocito tokom abiotskog stresa. Prekursor je fitohelatina koji vezuju
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teSke metale, ali je i supstrat za GSH-S-transferazu koja katalizuje konjugaciju glutationa sa
razli¢itim ksenobioticima (Hasanuzzaman i sar., 2019). Svoja antioksidativna svojstva
¢elijske membrane (Hasanuzzaman i sar., 2017). Redoks stanje glutationa je u korelaciji sa
nivoom oksidativnog stresa u biljci. Takode, glutation je od znacaja za odrZavanje redoks
stanja askorbata u biljnim ¢elijama, Sto se postiZe kroz pomenuti Asc-GSH ciklus (Noctor i sar.,
2012; Ding i sar., 2020).

1.6. Celijski zid

Celijski zid odreduje oblik i veli¢inu éelija, pruZa mehani¢ku potporu, $titi éelijsku
membranu i reguliS$e morfologiju tkiva i organa. Celijski zid predstavlja prvu liniju odbrane
¢elije od razlicitih patogena (Le Gall i sar., 2015; Tenhaken, 2015). Pri dehidrataciji gubitak
vode u Celiji manifestuje se njenim smanjenim turgorom, Sto direktno utiCe na opustanje i
zatezanje Celijskog zida. Tako u tkivima koja treba da rastu i pri dehidrataciji dolazi do
opustanja strukture celijskog zida, dok u onim tkivima koja nisu esencijalna za rast dolazi do
njegovog zatezanja (Moore i sar., 2008).

Celijski zid je kompleksna struktura sa¢injena od celuloznih mikrofibrila i neceluloznih
polisaharida uronjenih u pektinski matriks, a u njegov sastav ulaze i razli¢iti strukturni
proteini i lignin (Le Gall i sar., 2015). Sastoji se iz primarnog i sekundarnog zida i sredisnje
lamele (NeSkovi¢ i sar., 2003). Primarni i sekundarni Celijski zid razlikuju se po svojoj
organizaciji, fleksibilnosti i strukturi polimernog matriksa, rasporedu mikrofibrila,
mehanickim svojstvima, kao i ulozi koju imaju tokom razvi¢a biljaka (Ganie i Ahammed,
2021). Primarni celijski zid karakteristiCan je za metabolic¢ki aktivne celije, uspostavlja se
tokom celijske deobe, fleksibilan je i veoma hidratisan, te je podloZan istezanju tokom
rastenja. S druge strane, sekundarni celijski zid javlja se nakon zavrSene Celijske deobe u
diferenciranim tkivima, rigidniji je, slabo podloZan istezanju, manje hidratisan i sadrZi veci
udeo celuloze, Cime se obezbeduje ve¢a mehanicka ¢vrstoc¢a nego u primarnom zidu (Le Gall i
sar., 2015; Ganie i Ahammed, 2021). Primarni Celijski zid sastoji se od celuloze, hemiceluloze i
pektina. SadrZaj celuloze je relativno nizak, tek oko 20%, ali ipak dovoljan da obezbedi
mehanicku ¢vrstocu (Tenhaken, 2015). Celulozna vlakna su umreZena sa hemiceluloznim
vlaknima, pre svega ksiloglukanom i pektinskim polimerima u kojima dominira
homogalakturonan, ramnogalakturonan [ i ramnogalakturonan II. Upravo pektinske
komponente formiraju hidratisani matriks u koji su uronjene celulozne i hemicelulozne
komponente (Sasidharan i sar., 2011). Za razliku od primarnog, u sekundarnom ¢elijskom
zidu dominantne komponente su glukoarabino-ksilani i (-glukani koji se umrezavaju sa
celuloznim mikrofibrilima. Smatra se da su pektinske komponete medusobno povezane
kovalentnim vezama, dok sa ksiloglukanom ostvaruju i kovalentne i nekovalentne interakcije
(Cosgrove, 2005). Tokom formiranja sekundarnog Ccelijskog zida prekursori lignina
umrezavaju se kroz proces polimerizacije €iji nivo zavisi od prisustva ROS i aktivnosti lakaza i
peroksidaza u zidu (Hamann, 2012). Lignifikacija zida doprinosi njegovoj ¢vrstoci i rigidnosti,
naroCito u stresnim uslovima (Moura i sar., 2010; Le Gall i sar., 2015). Takode, u zidu su
zastupljeni i estri p-kumarne i ferulicne kiseline, koji dodatno doprinose umreZavanju i
ucvrscivanju polimernog matriksa (Tenhaken, 2015; Le Gall i sar., 2015).

Interakcije izmedu polimera u celijskom zidu regulisane su aktivnosS¢u razlicitih
proteina koji su znacajni za modifikaciju strukture i svojstava cCelijskog zida, doprinoseci
povecanju cCelijskog obima tokom aklimacije na razliite stresne uslove (Ganie i Ahammed,
2021). Ekspanzini predstavljaju veoma raznoliku klasu proteina celijskog zida koji indukuju
njegovo Sirenje i opusStanje. Podeljeni su u Cetiri klase: a-ekspanzini (EXPAs), B-ekspanzini
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(EXPBs), proteini nalik ekspanzinu A (EXLA, eng. expansin-like A) i proteini nalik ekspanzinu B
(EXLB, eng. expansin-like B) (Sampedro i Cosgrove, 2005). Svoju funkciju ispoljavaju tako $to
naruSavaju¢i nekovalentne interakcije izmedu celuloznih mikrofibrila i hemiceluloze
stimuliSu ekspanziju (Sirenje) Celijskog zida. Njihova funkcija pokazana je prilikom sazrevanja
plodova, elongacije korena i izdanka ili apscisije tokom razvi¢a (Sasidharan i sar., 2011). Na
opustanje Celijskog zida uticu i enzimi ksiloglukan endotransglukozilaze i endotranshidrolaze
tako Sto naruSavaju vodoni¢ne veze izmedu ksilogukana i celuloze, Cime se reguliSe Sirenje
zida. Takode, ovi enzimi ucestvuju i u o¢vrScavanju i remodeliranju zida stimuliSu¢i umetanje
novih jedinica ksiloglukana u ve¢ postojeéu mrezu celuloza-ksiloglukana, odnosno
raskidanjem i formiranjem novih veza izmedu ksiloglukanskih lanaca (Sasidharan i sar., 2011;
Ganie i Ahammed, 2021). Endo-$-1,4-glukanaze hidrolizuju (-1,4-glukanske veze cime
uzrokuju opustanje zida deluju¢i na celulozno-ksiloglukansku mrezu (Sasidharan i sar., 2011).
Pored pomenutih enzima koji uc¢estvuju u istezanju €elijskog zida, na njegovu plasti¢nost uticu
i pektin-modifikuju¢i enzimi, kao S$to je pektin metilesteraza, pektin acetilesteraza,
poligalakturinaza i pektat liaza. Ovi enzimi reguliSu ocvrS¢avanje, ali i opustanje zida, Sto
zavisi od cCelijske pH vrednosti i dostupnosti jona kalcijuma (Ganie i Ahammed, 2021).

Strukturni proteini su jo$ jedna veoma vaZzna komponenta Celijskog zida biljaka, koja
zajedno sa pomenutim polisaharidima ucestvuje u formiranju njegove arhitekture. Smatra se
da gotovo 10% zida ¢ine upravo strukturni proteini (Wolf i sar., 2012). O-glikoproteini bogati
hidroksiprolinom (HRGP, eng. hydroxyproline-rich O-glycoproteins) sadrZe Pro-Pro ponovke i
razlic¢ito su glikozilovani. Klasifikuju se na ekstenzine (EXT), koji su umereno glikozilovani,
zatim visokoglikozilovane arabinogalaktanske proteine (AGP) i proteine bogate
hidroksiprolinom i prolinom (H/PRP) koji mogu, ali i ne moraju biti glikozilovani (Kavi Kishor
isar., 2015).

Na promenu turgora u Celiji zid reaguje dvojako-svojom elasticnoscu, tj. reverzibilnim
istezanjem i plasticno$¢u (nepovratnim, odnosno viskoznim istezanjem), Sto finalno dovodi
do tzv. viskoelasticnog rastenja celija (Moore i sar., 2008). Usled gubitka vode iz matriksa
¢elijskog zida (slika 4) dolazi do naruSavanja organizacije polisaharidnih polimera i do njihove
adhezije, Sto rezultira u izmenjenim biofizi¢kim svojstvima zida i finalno redukovanom rastu
biljaka (Moore i sar., 2008).
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Celuloza (JU_ ) Ksiloglukan (J_ ) Ramnogalakturonani (J ] (arabinan) (I D

Slika 4. Prikaz uticaja gubitka vode na strukturu celijskog zida. Polisaharidni polimeri su odvojeni u
hidratisanom zidu (A), dok se pri gubitku vode dovode u neposrednu blizinu uzrokuju¢i polimernu adheziju (B).
Preuzeto i prilagodeno iz Moore i sar., 2008.

Elasti¢nost Celijskog zida smatra se najznacajnijim fizioloSkim mehanizmom adaptacije
biljaka na vodni stres zato Sto doprinosi odrzavanju celijskog turgora i volumena simplasta
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(Martinez i sar., 2007). Pokazano je i da pri dehidrataciji dolazi do izmenjene biosinteze
celuloze. Povecanje nivoa celuloze u zidu pri susi ukazuje na njen znacaj u odrZavanju
Celijskog turgora, ¢ime se omogucava rast Celija i pri niskim vrednostima vodnog potencijala
(Le Gall i sar., 2015). S druge strane, suSa moZe indukovati i njenu smanjenu biosintezu
(Sweet i sar., 1990). Takode, u suSi dolazi do povecane ekspresije gena za
endotransglukozilazu, koja ucestvuje u biosintezi ksiloglukana, Sto navodi na zakljucak o
znacaju ksiloglukana u odrZavanju tolerancije biljaka na stres suse (Choi i sar., 2011). Na
razvijanje tolerancije na vodni stres znacajno utice i sadrzaj pektina u cCelijskom zidu.
Pokazano je da udeo homogalakturonana direktno koreliSe sa stepenom otpornosti na vodni
stres, odnosno da je stepen njegove metilesterifikacije klju¢an za odrZavanje rigidnosti i
hidratisanosti pektinskog matriksa. Takode, koli¢ina bo¢nih lanaca u ramnogalakturonanu I i
ramnogalakturonanu II odreduje nivo hidratisanosti matriksa zida, te je u nekim tolerantnim
kultivarima pri stresu suSe njihov nivo znacajno povecan (Le Gall i sar., 2015). Kod biljaka
vaskrsnica, kao i kod nekih kultivara tolerantnih na susu, bo¢ni pektinski lanci obogaceni su
polimerima arabinoze, kao S$to su pektin-arabinan, arabinogalaktanski proteini i
arabinoksilani ¢ija se uloga ogleda u tome da sprecavaju jake interakcije izmedu pektinskih
polisaharida u zidu, ¢ime povecavaju njegovu fleksibilnost (Sasidharan i sar., 2011; Le Gall i
sar., 2015; Wang i sar., 2016). Pri vodnom stresu kod kultivara tolerantnih na susu aktivnost
enzima ukljucenih u biosintezu pektinskih polisaharida znac¢ajno je povecana, kao i aktivnost
inhibitora pektinskih hidrolaza (Wang i sar., 2016). Akumulacija lignina u zidu u susi
predstavlja joS jedan vid adaptacije biljaka na stres. Ovo je praceno povecanom aktivnoS¢u
enzima uklju¢enih u njegovu biosintezu (PAL, fenilalanin-amonijum liaza), kao i pove¢anom
akumulacijom fenolnih prekursora i ligninskih monomera koji se kovalentno umreZavaju sa
polisaharidnim komponentama zida. Proces lignifikacije zida u susi pracen je uklanjanjem
vode iz zida, Sto dovodi do njegovog ocCvrsc¢avanja, tj. ojacavanja (Moore i sar., 2008; Wang i
sar., 2016).

1.7. Paradajzisusa

Paradajz (Lycopersicum esculentum Mill.) je veoma znacajan za ljudsku ishranu i jedna
od najrasprostranjenijih gajenih biljnih kultura, naroc¢ito na Mediteranu (Sabir and Singh,
2013; http://faostat.fao.org/site/291/defaultaspx). Tokom poslednjih decenija, usled
klimatskih promena, ovaj region je znacajno pogoden susnim epizodama, Sto uzrokuje velike
gubitke u prinosu (Jacobsen i sar., 2012; Hervas-Gamez i sar., 2019). Jedan od najvaZnijih
zahteva savremene poljoprivrede jeste otkrivanje klju¢nih metabolickih puteva odgovornih za
razvijanje tolerancije paradajza na suSu, kako se nedostatak vode ne bi odrazio na njegov
prinos. [ako su mehanizmi razvoja tolerancije paradajza na suSu u velikoj meri proucavani,
ova istrazivanja uglavnom su bila usmerena na ispitivanja promena na nivou ploda (Foolad
2007; Gerszberg i Hnatuszko-Konka., 2017). Medutim, poslednjih godina gajenje paradajza u
plastenicima je poraslo u tolikoj meri tako da danas predstavlja primarni nacin njegove
proizvodnje i to tokom ¢itave godine (Boulard i sar., 2011; Zivanovi¢ i sar., 2017).

Paradajz predstavlja dobar model sistem za proucavanje razli¢itih metaboli¢kih
promena usled delom identifikovane genske mape.

U danasSnje vreme regulisani deficit navodnjavanja - RDI (eng. regulated deficit
irrigation) i delimi¢no suSenje korenovog sistema - PRD (eng. partial root-zone drying) su
veoma rasprostranjene tehnike navodnjavanja koje se koriste u proizvodnji paradajza. PRD
tehnika podrazumeva navodnjavanje jedne polovine korenovog sistema, dok se druga
polovina isuSuje do odredenog nivoa vlage u zemljiStu, a zatim se vrsi rotacija navodnjavanja
(Stiki¢ i sar., 2003). IstraZivanja su pokazala da primena PRD tehnike doprinosi razvoju
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tolerancije paradajza na susSu, odnosno u plodovima je primecen povecani antioksidativni
kapacitet i akumulacija ugljenih hidrata (Stikic i sar., 2003; Jovanovic¢ i sar., 2010).

Sa druge strane, izbor genotipova koji pokazuju najvecu tolerantnost na suSu zasniva
se na velikoj raznolikosti dostupnih sorti i ima za cilj da se postigne najve¢i prinos pri
ogranicenim vodnim resursima (De Oliveira i sar., 2021; Sousaraei i sar., 2021). Razumevanje
molekularnih osnova adaptivnih varijacija izmedu genotipova moglo bi pomo¢i da se indukuju
specificne osobine biljaka tokom razvi¢a koje bi bile korisne u narednim epizodama suse.

1.7.1.  ABA deficijentni mutanti paradajza

Kao Sto je veC receno, ABA predstavlja klju¢ni hormon, koji je u osnovi brojnih
regulatornih mehanizama za odgovor biljaka na stres suSe (Ali i sar, 2020). Karakterizacija
ABA-deficijentnih mutanata predstavlja efikasan nacin za razumevanje funkcije i metabolizma
ovog hormona u biljkama pri vodnom stresu. Kod paradajza su identifikovana tri mutanta sa
redukovanim sadrzajem ABA: notabilis, sitiens i flacca. U notabilis mutacija se nalazi na genu
koji kodira NCED (Burbidge i sar., 1999), dok je u sitiensu smanjeni sadrZzaj ABA posledica
onemogucene konverzije ABA-aldehida u ABA (Harrison i sar., 2011). Flacca je mutant sa
recesivnim tackastim mutacijama koje su nastale primenom X-zraka (Tal, 1966). U ovom
mutantu usled delecije 6 baznih parova u molibden-kofaktor sulfurazi dolazi do smanjenja
oksidacionog kapaciteta AAO i ksantin dehidrogenaze (Nitsch i sar., 2012) (slika 5). Medutim,
iako je usled mutacije smanjen kapacitet za oksidaciju ABA-aldehida do ABA, ovi mutanti i
dalje mogu da akumuliraju odredenu koli¢inu ABA. Pokazano je da se u listovima kod flacca
mutanta sintetiSe manje 20-50% ABA (Sharp i sar., 2000; Dodd i sar., 2009; L6pez-Raez i sar.,
2010; Nitsch i sar., 2012), dok je na nivou korena sinteza ABA opala za oko 33% u odnosu na
divlji tip (Sagi i sar., 1999).

U poredenju sa divljim tipom, flacca mutant pokazuje vecu provodljivost stoma, visi
nivo transpiracije, kao i niZe vrednosti vodnog potencijala (Tal, 1966, Chen i sar., 2002, 2003).
Ove mutante odlikuje i smanjen rast, redukovana lisna povrsina, pojava kovrdzavih listova,
kao i tanja stabljika (Taylor i Tarr, 1984; Bradford, 1983; Cornish i Zeevaart, 1988). Pokazano
je da se flacca biljke sporije razvijaju i rastu i da su manje visine i mase u poredenju sa
roditeljskom linijom u istom stupnju razvoja (Tal i Imber, 1970; Nitsch i sar., 2012). Takode,
izrazZena je epinastija listova, narocito u gornjim delovima biljke (Tal i Imber, 1970).

9-cis-neoksantin  9-cis-violaksantin

NCED notabilis
Ksantoksin
ABA2
ABA-aldehid
MoCo ¢-| AAO3 sitiens
flacca
ABA

Slika 5. Prikaz mesta u biosintetskom putu ABA gde se nalaze mutacije za notabilis, sitiens i flacca
mutant.
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Flacca mutant ima tendenciju brzog uvenuca listova zbog visoke stope transpiracije
koja nastaje kao posledica sniZenog nivoa ABA, a koji ne utice u dovoljnoj meri na zatvaranje
stoma (Sagi i sar., 1999). Usled sniZenog nivoa ABA ne dolazi do optimalnog zatvaranja stoma,
¢ime bi se smanjio nivo transpiracije, Sto finalno utice na brzo uvenuce listova. Medutim,
pokazano je da tretiranje ovih biljaka egzogenom ABA dovodi do toga da njihov fenotip
postaje veoma slican fenotipu divljeg tipa u kontekstu debljine i visine biljaka, veli€ine listova,
oblika i turgidnosti (Tal, 1966; Imber i Tal, 1970; Chen i sar., 2002). Posto se ABA hormon
smatra inhibitorom rastenja, ocekivalo bi se da je flacca mutant veeg rasta u odnosu na divlji
tip. Medutim, smanjeni rast flacca posledica je interakcije ABA hormona sa drugim biljnim
hormonima, prvenstveno sa etilenom i njegovom pove¢anom sintezom (Sharp i sar., 2000).

1.8. Nekodiraju¢e RNK i njihova uloga u razvijanju memorije stresa
suSe kod biljaka

Nekodiraju¢e RNK (nkRNK, eng. non-coding RNAs) predstavljaju funkcionalne RNK
molekule koji imaju nizak potencijal da kodiraju proteine. Na osnovu svoje duZzine, podeljene
su na male nekodiraju¢e RNK (eng. small non-coding RNAs) veli¢ine 18-30 nukleotida (nt),
nekodiraju¢e RNK srednje duZine (eng. medium-sized ncRNAs) veli¢ine 31-200 nt i dugacke
nekodiraju¢e RNK (eng. long non-coding RNAs, IncRNAs) veli¢ine preko 200 nt (Liu i sar., 2015;
Wang i sar., 2017; Chen i sar., 2020b). Takode, na osnovu veli¢ine postoji i druga podela samo
na male RNK (manje od 200 nt) i dugacke RNK (preko 200 nt) (Cao, 2014). Nekodiraju¢e RNK
koje su u opsegu velicine od 50-200 nukleotida podrazumevaju nekoliko familija ovih
molekula koje obuhvataju tRNK (eng. transfer RNAs), male nuklearne RNK (snRNK, eng. small
nuclear RNAs) i male nukleolarne RNK (snoRNAs, eng. small nucleolar RNAs) (Boivin i sar.,
2019).

Nekodiraju¢e RNK uklju¢ene su u razvijanje memorije stresa suse, pre svega time $to
posreduju u transdukciji signala, metabolizmu ABA i jasmonske kiseline (Liu i sar., 2022). U
biljkama su male nekodiraju¢e RNK (eng. small RNAs) velicine 18-30 nt ukljuCene u
odrZavanje stabilnosti genoma, procese genske ekspresije, razvi¢a biljaka i u adaptivni
odgovor na abiotski i biotski stres (Bonnet et al, 2006; Vaucheret, 2006). Podeljene su u tri
klase: mikro RNK (eng. microRNAs), male interferirajuce RNK (eng. small interfering RNAs,
SIRNAs), i trans-aktivne male interferiraju¢e RNK (eng. trans-acting small interfering RNAs)
(Bonnet et al, 2006). Ova klasa RNK molekula ne ucestvuje u procesima translacije proteina,
medutim svoj efekat ostvaruju tako S$to mogu negativho da reguliSu gensku ekspresiju
(Chinnusamy i sar., 2007). Male RNK negativno deluju na gensku ekspresiju, na nivou DNK
tako Sto utic¢u na procese remodeliranja hromatina ili eliminaciju nekih sekvenci, dok na nivou
RNK deluju tako $to vrSe njeno cepanje, odnosno inhibiraju procese translacije (Vaucheret,
2006). U poredenju sa drugim epigenetskim regulatornim mehanizmima, male RNK veoma
brzo reaguju na efekte spoljaSnje sredine i deluju kao pokretni signalni molekuli koji
modifikuju nivo ekspresije razlicitih target (ciljnih) gena. Prilikom izlaganja stresu u biljkama
dolazi do smanjenja ili povec¢anja sinteze ve¢ postoje¢ih malih RNK, odnosno do stvaranja
novih kako bi se biljke lakSe izborile sa stresom (Li i sar., 2017). IstraZivanja su pokazala da
miRNK posreduju u razvijanju memorije kod biljaka kako bi se lakSe adaptirale na ponovljeni
stres (Liu i sar., 2022).

Male RNK svoj efekat ispoljavaju tako Sto prepoznaju komplementarne sekvence u
mRNK ili DNK, Sto dovodi to posttranskripcionog utiSavanja gena usled degradacije ciljne
mRNK ili inhibicije njihove translacije. Za ovo su zasluzne mikro RNK (miRNK) i male
interferiraju¢e RNK veli¢ine 21-22 nukleotida, dok su za transkripciono utiSavanje gena
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preko metilacije DNK molekula odgovorne male interferiraju¢e RNK veli¢ine 24 nukleotida
(Ashapkin i sar., 2020). Istrazivanja su pokazala da je utiSavanje RNK posredovano malim
RNK molekulima jedan od regulatornih mehanizama u odgovoru na abiotski stres. Argonaut
proteini za koje su vezane male RNK vezuju se preko proteina za remodeliranje hromatina
(npr. za SWI/SNF, eng. switch/non-fermenting), pri Cemu male RNK mogu onda da interaguju
sa razlicitim stres-zavisnim genima i da reguliSu njihovu ekspresiju i na taj nac¢in sudeluju u
odgovoru na abiotski stres (Liu i sar., 2018).

Pokazano je da susa u listovima paradajza indukuje akumulaciju Sly-miR169 (Solanum
lycopersicum) male RNK. Ove RNK pripadaju familiji miRNK i uklju€ene su u rastenje i razvice
kod biljaka, kao i u odgovoru na razliite vrste stresa (Balyan i sar., 2015). Pokazano je da
cilini geni za miR169 jesu neki od nukleinskih transkripcionih faktora (NF-Y, eng. nuclear
factor Y). NF-Y su CCAAT-box vezujuéi transkripcioni faktori koji kontroliSu ekspresiju oko
25% gena kod eukariota. Veoma su znacajni za procese razvica biljaka i odgovora na abiotski
stres, a neki od njih, koji su targeti pomenute miR169 doprinose toleranciji na susu. Kod
paradajza je pokazano da je pri suSi inhibirana ekspresija NF-Y gena, odnosno da je
indukovana akumulacija miR169 (Zhang i sar., 2011; Li i Liu, 2016). U Arabidopsisu je
pokazano da susSa indukuje razlicite mikro RNK, kao Sto su miR167, miR168, miR171 i
miR396. Takode, neke od njih indukuju se i u prisustvu drugih stresogenih faktora, kao sto su
visok salinitet i hladnoc¢a. Indukcija ovih miRNK dovodi do represije gena koji kodiraju
odredene transkripcione faktore, koji dalje uti¢u na ekspresiju gena za odredene proteine koji
igraju znacajnu ulogu u odbrani od stresa (Liu i sar., 2008). Pokazano je da povetana
ekspresija miRNK, kao $to su miR396, miR394, miR164, miR408 i miR2118 doprinosi razvoju
tolerancije na stres suSe. One svoj efekat ispoljavaju tako Sto suprimiraju target gene ¢iji
proteinski produkti ucestvuju u regulaciji procesa razvica ili oksidativnog statusa, odnosno
reaguju na promenu sadrzaja ABA i kontroliSu zatvaranje stoma (Li i sar., 2017; Wang i sar.,
2017). Proteinski produkti gena koji su pod uticajem malih RNK jesu neke E3 ligaze koje
ucestvuju u ubikvitinaciji proteina, lakaze koji ucestvuju u metabolizmu ¢elijskog zida,
citohrom p450, enzimi koji u¢estvuju u eliminaciji ROS, kao i proteini uklju¢eni u metabolizam
ugljenih hidrata (Chinnusamy i sar., 2007). Takode, pokazano je da su u stresu suSe neke
miRNK regulisane na ABA-zavisan i ABA-nezavisan nacin (Kumar i sar., 2022).

Za nekodiraju¢e RNK srednje duZine pokazano je da ucestvuju u specifi¢noj lokusnoj
modifikaciji ribozomalne RNK, alternativnom splajsovanju, ali i kao prekursori za neke male
RNK. Takode, do promene u njihovoj sintezi dolazi i prilikom osmotskog stresa, u stresu soli i
susi, ali i u razli¢itim fazama razvi¢a biljaka (Liu i sar., 2013; Wang i sar., 2017). Isto tako,
prisustvo pojedinih RNK srednje duZine, pre svega onih poreklom iz nukleusa, zavisi od vrste
tkiva, odnosno stadijuma razvica (Streit i sar., 2020).

DugacCke nekodiraju¢e RNK ucestvuju u genomskoj regulaciji, kao i u epigenetskoj
kontroli, medutim, njihovo evolutivno poreklo, kao i funkcionalna specijalizacija nisu do kraja
razjaSnjene (slika 6). Kao Sto je vec reCeno, ne ucestvuju u kodiranju proteina, ali ih sa druge
strane odlikuje velika biohemijska raznovrsnost, odakle i potice raznolikost u funkciji (Gelaw i
Sanan-Mishra, 2021). Na osnovu biogeneze i lokalizacije dugacke RNK podeljene su u vise
grupa. Dugacke intergenske RNK (200-2000 nt) poticu iz intergenskog regiona,
poliadenilovane su, slabo splajsovane i pokazuju tkivno-specificnu ekspresiju. Imaju
transregulatornu ulogu, visoku stopu transporta i lokalizovane su najmenje 5 kb dalje od
protein-kodiraju¢ih regiona (Gelaw i Sanan-Mishra, 2021). Dugacke nekodiraju¢e RNK
izvedene iz transpozona nekada se smatraju prekursorima miRNK i siRNK (Li i sar., 2014;
Gelaw i Sanan-Mishra, 2021). Pokazano je da se ukljuCene u odgovore biljaka na razlicite
stresne uslove (Chen i sar., 2020b). Sledec¢u klasu dugackih nekodiraju¢ih ¢ine RNK izvedene
iz introna i mogu biti potpune ili delimi¢ne dugacke intronske RNK. Prirodni antisens
transkripti poticu i od egzona i od introna i najrasprostranjenija su vrsta dugackih
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nekodiraju¢ih RNK i utiSavanjem reguliSu ekspresiju gena (Lindsay i sar., 2013). Cirkularne
dugacke nekodiraju¢e RNK su veoma visoko konzervativne u svojoj sekvenci, ali su i slabo
zastupljene, ali zbog oCuvane sekvence su veoma stabilne i teze podleZu razgradnji u odnosu
na linearne nekodiraju¢e RNK (Gelaw i Sanan-Mishra, 2021).

Dugacke nekodiraju¢e RNK imaju znacajnu ulogu u regulaciji utiSavanja gena, kontroli
regulacije transkripcije, kao i u genomskom imprintingu. Ova regulacija je povezana sa
brojnim bioloSkim procesima u biljci, kao Sto je organogeneza korenova, fotomorfogeneza,
kontrola perioda cvetanja ili usvajanje nutrijenata (Gelaw i Sanan-Mishra, 2021). Nivo njihove
ekspresije znacajno se razlikuje izmedu tkiva, kao i tokom stadijuma razvica. Qin i sar (2017)
identifikovali su u Arabidopsisu dugacku nekodiraju¢u RNK - DROUGHT INDUCED IncRNA
(DRIR) koja se smatra pozitivnim regulatorom odgovora biljaka na stres susSe i stres soli.
Pokazano je da ucestvuje u regulaciji viSe transkripata, na primer uklju¢enih u signalni put
ABA, ukljuenih u metabolizam aneksina i akvaporina. Takode, neke od dugackih
nekodiraju¢ih RNK sluze kao prekursori za sintezu siRNK, dok neke ucestvuju u modeliranju
hromatina (Ariel i sar., 2015). U suSi vec¢ina dugackih nekodiraju¢ih RNK svoju funkciju
ispoljava tako Sto ucestvuje u sintezi i signalizaciji ABA i etilena, u signalizaciji kalcijuma, u
sintezi skroba i saharoze, kao i u metabolizmu LEA proteina (Ding i sar., 2019; Gelaw i Sanan-
Mishra, 2021; Chungi sar., 2016; Weidong i sar., 2020).

Studije su pokazale da postoji veoma sloZena interakcija dugackih i malih
nekodiraju¢ih RNK molekula gde one formiraju veoma kompleksnu regulatornu mreZu i na taj
nacin kontroliSu razliCite puteve koji se aktiviraju u suSi. Svoju ulogu ispoljavaju na
transkripcionom, posttranskripcionom i epigenetskom nivou (Gelaw i Sanan-Mishra, 2021).

Slika 6. Sematski prikaz uloge dugih nekodiraju¢ih RNK kod biljka u uslovima stresa. Preuzeto i
prilagodeno iz Wang i sar., 2017.
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2. Ciljevi istrazivanja

Opsti naucni cilj ove doktorske disertacije jeste ispitivanje uticaja ponovljene blage
suSe i razliitih inteziteta svetlosti na mehanizme tolerancije na susu kod paradajza, kao i
utvrdivanje uloge ABA u ovim procesima koriS¢enjem divljeg tipa Ailsa Craig i njegovog
mutanta sa smanjenim sadrZzajem ABA - flacca. Polazna hipoteza je da se primenom
ponavljanja ciklusa su$e indukuju procesi koji bi mogli da doprinesu ,se¢anju” na stres koji su
biljke prethodno iskusile i time doprinesu toleranciji na suSu. Uporedna analiza fizioloskih i
biohemijskih parametara u toku jednog i tri ciklusa suse kod ova dva genotipa imala je za cilj
otkrivanje doprinosa razlic¢itih metabolickih puteva razvoju aklimacionih mehanizama.

Glavni cilj u predloZenoj doktorskoj disertaciji ukljucivao je sledece podciljeve:

e Utvrdivanje nastalih morfoloskih razlika preko povrsSine listova i teZine nadzemnog
dela biljke.

e Proucavanje promena hemijskih (ABA, H* jona, i drugih metabolita) i hidraulickih
(ukupni vodni potencijal) signala koji nastaju pri delovanju jednog ili viSe ciklusa suse i
razlic¢itog svetlosnog reZima.

e Proucavanje promena u provodljivosti stoma, koje nastaju usled interakcije izmedu
hemijskih i hidraulickih signala, kao i interakcije koje se mogu ostvariti izmedu
hemijskih signala (ABA, askorbata i ugljenih hidrata) u toku primenjenih ciklusa suse.

e Utvrdivanje modifikovanih interakcija na molekularnom nivou u odgovoru na
primenjene cikluse suSe (male RNK, ekspesija gena, sinteza ABA, antioksidativna
aktivnost, sinteza ugljenih hidrata, aminokiselina i karboksilnih kiselina).

e [spitivanje uticaja produzZenog oporavka, odnosno rehidratacije nakon tri ciklusa suSe
na akumulaciju komponenti ¢elijskog zida.
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3. Materijal i metode

3.1. Biljni materijal

U ovom istrazivanju koriS¢ena su dva genotipa paradajza (Lycopersicum esculentum
Mill.), divlji tip Ailsa Craig (WT) i mutant flacca sa redukovanim sadrzajem apscisinske
kiseline (Sagi i sar., 1999). Semena ovih genotipova dobijena su iz banke gena Genebank - IPK
Gatersleben (Nemacka).

3.1.1. Postavka ogleda

Semena divljeg tipa i flacca mutanta naklijavana su u komercijalnom supstratu
Klasman Potgrond H tokom proleéa 2016. za prvi, odnosno 2017. godine za drugi deo
eksperimentalnog istraZivanja. Nakon naklijavanja biljke su prebacene u saksije dimenzija
10x10x13 cm koje su sadrzale oko 400 g istog supstrata. Biljke su gajene u fitokomori u
kontrolisanim uslovima pri intenzitetu svetlosti od 250 umol m2 s-1, relativnoj vlaZnosti
vazduha (RH) od 50%, fotoperiodu 14/10 h i temperaturi 26/17 °C (dan/no¢) na Katedri za
agrohemiju i fiziologiju biljaka (Univerzitet u Beogradu - Poljoprivredni fakultet). Kada su se
biljke razvile do faze Cetvrtog lista, prebacene su u saksije visine oko 24 cm, koje su sadrzale
oko 800g Klasman Potgrond H supstrata. Presadivanje biljaka moglo je da izazove pojavu
stresa, pa je zbog toga narednih Sest dana nastavljeno zalivanje zapreminom vode koja
odgovara poljskom vodnom kapacitetu supstrata. Tokom c¢itavog perioda gajenja biljke su
zalivane tako da je sadrzaj vode u supstratu predstavljao 70% teZinskih
(odnosno 38% zapreminskih) od njegovog ukupnog poljskog vodnog kapaciteta. Biljke su
izlagane tretmanima suSe tek po isteku perioda koji je bio neophodan za njihov oporavak,
odnosno nakon pojave Sestog razvijenog lista.

3.2. Dizajn eksperimenta

Eksperimentalni sistemi koji su omogucavali pracenje efekata ponovljene suSe i
svetlosti razlicitog intenziteta, postavljeni su u dve varijante:

e jedan ciklus suSe i rehidratacija,
e tri ciklusa suSe i rehidratacija.

3.2.1.  Eksperimentalni sistem sa jednim ciklusom suSe i rehidratacijom

Efekti tretmana susSe i rehidratacije praceni su preko promena morfoloskih, fizioloSkih,
biohemijskih i molekularnih parametara u listovima paradajza divljeg tipa (WT) i flacca
mutanta u vegetativnoj fazi razvoja.

Na biljkama divljeg tipa paradajza (WT) i mutanta flacca sa razvijenim Sestim listom,
nakon presadivanja i faze oporavka, primenjeni su sledec¢i tretmani:

e susa (D),
¢ rehidratacija (R),
e kontrola za vreme trajanja suse (Cp),
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e kontrola za vreme trajanja suSe i rehidratacije (Cr).

Biljke su gajene u kontrolisanim uslovima pri intenzitetu svetlosti od 250 umol m2 s-1,
RH 50%, fotoperiodu 14/10 h i dnevno/noénoj temperaturi od 26/17 °C. Kontrolne biljke
zalivane su na dnevnom nivou, tako da je sadrzaj vode u zemljiStu iznosio 38 * 2%. Tretman
suSe izazvan je prekidanjem zalivanja u trajanju od Sest dana, kada je sadrZaj vode u zemljiStu
opao na 12 * 2%. Nakon perioda suSe nastupio je tretman rehidratacije, pri kome su biljke
svakodnevno zalivane dok nije postignuta opimalna vlaZnost zemljiSta (38 * 2%).
Rehidratacija biljaka trajala je Sest dana (slike 7 i 8).

D
WT flacca 1 WT flacca l. R
WT  flacca ],
< 3 8% .................... 0 S0
Co

38% Cp

I F— 38% Gy
SWC 38%

Vreme oporavka I |
nakon presadivanja 6 12

Vreme trajanja eksperimenta u danima

Kontrola WT i flacca
Susa WT i flacca
Rehidratacija WT i flacca

Slika 7. Sema postavke eksperimenta sa jednim ciklusom suse. Susa (D) je zapoceta u nultom danu (0) i
trajala je Sest dana. Nakon toga nastupio je period rehidratacije (R) u trajanju od Sest dana. Strelice oznacavaju
vreme uzorkovanja biljnog materijala: 6. dana (D i odgovarajuc¢a kontrola Cp) i 12. dana (R i odgovarajuca
kontrola Cr). Volumetrijski sadrzaj vode u zemljistu (SWC) bio je 38% kod kontrolnih (zelena linija) i
rehidratisanih biljaka (plava linija), dok je kod biljaka u susi iznosio 12% (ruzicasta linija).

Slika 8. Izgled biljaka divljeg tipa paradajza (WT levo i desno na slici) i flacca mutanata (sredina slike) u
toku eksperimenta.

28



Za fizioloSke, morfoloske, biohemijske i molekularne analize listovi WT i flacca
mutanta uzorkovani su neposredno pre indukcije suSe (pocetak eksperimenta), nakon Sest
dana suSe i rehidratacije, koja je vremenski trajala koliko i suSa. Paralelno sa biljkama na koje
je delovao stres suSe uzorkovane su i kontrolne, optimalno zalivane biljke u navedenim
vremenskim intervalima.

Svaki tretman je uraden sa Cetiri bioloSka ponavljanja za oba genotipa, kao i sve
analize, pri Cemu je za meranja i prikupljanja uzoraka uvek korisé¢en Cetvrti potpuno razvijen
list (posmatrano od vrha biljke). Biljni materijal je odmah po uzorkovanju zamrznut u tecnom
azotu i do upotrebe odloZen na -80 °C.

3.2.2.  Eksperimentalni sistem sa tri ciklusa suSe i rehidratacija

U ovom delu eksperimenta ciklus suse i rehidratacije ponovljen je tri puta.

Ova istazivanja uradena su u vegetativnoj fazi kod biljaka divljeg tipa paradajza (WT) i
flaccca mutanta. Izmedu svake od tri ponovljenje suSe uradena je rehidratacija, tako da su
izdvojeni slede¢i tretmani:

prvi ciklus suse (I ciklus D),

drugi ciklus susSe (II ciklus D),

treci ciklus suse (III ciklus D),

kontrola za prvi ciklus suse (I ciklus C),
kontrola za drugi ciklus suse (II ciklus C),
kontrola za treci ciklus suse (III ciklus C),
rehidratacija za prvi ciklus suse (I ciklus R),
rehidratacija za drugi ciklus suse (II ciklus R),
rehidratacija za treci ciklus suse (III ciklus R),
rehidratacija nakon prvog ciklusa sa produZenim trajanjem za vreme drugog i treceg
ciklusa suse (R1).

Nakon presadivanja, biljke su dalje gajene pri intenzitetu svetlosti od 800 pmol m-2 s-1,
dok su vrednosti vlazZnosti vazduha, temperature i fotoperioda ostale nepromenjene. Svetlost
ovog intenziteta postignuta je koriS¢enjem led lampi potpunog spektra
(Apollo 4, 140W). Posle prilagodavanja novim uslovima u trajanju od Sest dana, primenjeni su
ciklusi suSe i rehidratacije. Ciklusi su zapocinjali kada je sadrzaj vode bio optimalne vrednosti
38 + 2%. Po zavrSetku svakog ciklusa suse vlaznost vode u zemljiStu iznosila je 11 + 2%,
nakon Cega su, tokom trajanja rehidratacije, biljke zalivane na dnevnoj bazi sve dok sadrzaj
vode u zemljiStu nije dostigao optimalne vrednosti. Posle toga zapocet je novi ciklus suSe.
Takode, biljke u kontrolnim uslovima od pocetka do kraja eksperimenta bile su snabdevene
optimalnom koli¢inom vode. Za dodatna istrazivanja koriS¢ene su biljke koje su nakon prvog
ciklusa susSe izlagane produZenoj rehidrataciji (slike 9 i 10).
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Slika 9. Sema postavke eksperimenta sa tri ciklusa suse. WT i flacca biljke paradajza bile su izloZzene
ponavljaju¢im ciklusima suse (ruzicaste linije) pracenim periodom oporavka, tj. rehidratacije (plave linije). U isto
vreme, set biljaka bio je podvrgnut samo jednoj susnoj epizodi (ruzicasta linija), a zatim do kraja eksperimenta
optimalno zalivan (plava linija). Kontrolne biljke bile su optimalno zalivane tokom citavog eksperimenta (zelena
linija).

Slika 10. Biljke paradajza (Lycopersicum esculentum Mill.) u fitokomori pri intenzitetu svetlosti od 800
umol m2 s-1, U levom delu slike nalaze se biljke flacca mutanta, dok su u desnom WT biljke.

30



U odredenim tackama za date tretmane praene su i odredivanje morfoloske,
fizioloSke, biohemijske i molekularne karakteristike na cetvrtom potpuno razvijenom listu
(posmatrano od vrha). Sva merenja uradena su sa Cetiri bioloSka ponavljanja. Biljni materijal
je nakon uzorkovanja zamrzavan u te¢nom azotu, a zatim odloZen na -80 °C do daljeg
koriscenja.

3.3. Merenje morfoloskih i fiziolosSkih parametara kod biljaka

Volumetrijski sadrzaj vode u supstratu (SWC, eng. soil water content) meren je
svakodnevno u jutarnjim ¢asovima upotrebom Theta Probe (Type MLZx, Delta-T Devices Ltd,
Cambridge, UK) (slika 11a).

Provodljivost stoma merena je 30 minuta nakon zalivanja biljaka na mladim, potpuno
formiranim listovima pomoc¢u porometra (AP4 Leaf Porometer, Delta-T Device, Ltd, UK).
Provodljivost je merena na osnovu utvrdivanja difuzne provodljivosti za vodenu paru koja se
oslobada kroz stomin otvor tokom procesa transpiracije, tj. utvrdivano je vreme potrebno za
postizanje ravnotezZnog stanja izmedu komore zakaCene za list i senzora za vlaznost na
aparatu. Vrednosti za provodljivost stoma direktno su se ocitavale sa uredaja i izraZavale u
mmol m-2 s (slikal1b).

U cilju provere stepena suSe, ukupni vodni potencijal () listova meren je pomocu
komore pod pritiskom (Soil Moisture Equipment Corp., Santa Barbara, CA, USA) po metodi koju
su opisali Scholander i sar. (1965). Ovo je destruktivna metoda koja se zasniva na istiskivanju
ksilemskog soka iz listova biljaka pod pritiskom gasa azota. Ukupni vodni potencijal listova je
negativna vrednost izrazena u MPa. Pri merenju § predstavlja pritisak u komori koji je doveo
do pojave prvih kapi ksilemskog soka na presecenoj povrsini lisne drske (slika 11c).

Takode, odmah po odredivanju ukupnog vodnog potencijala primenjen je povecani
pritisak za prikupljanje ksilemskog soka u kome je kasnije, pomocu pH mikroelektrode,
odredena pH vrednost.

Sadrzaj hlorofila, epidermalnih flavonoida, sadrzaj antocijana i azotni indeks u
listovima mereni su in vivo Dualex Scientific senzorom (FORCE-A, Orsay, France). SadrZaj
hlorofila u listu odreduje se na osnovu razlike njegove transmisije na 650 nm (vidljivi deo
spektra) i 710 nm (blisko infracrveno podrucje) i izrazava se u pg cm-2%, dok se epidermalni
sadrZaj flavonoida odreduje uporedivanjem vrednosti apsorbanci na 375 nm (UV-A) i 650 nm
(vidljivi deo spektra). Azotni indeks (NBI, eng. nitrogen balance index) direktno se racuna iz
odnosa sadrzaja hlorofila i epidermalnih flavonoida (Cerovic i sar., 2012) (slika 11d).

Radi pracenja uticaja suSe na rastenje i razvice biljaka, u odredenim vremenskim
intervalima tokom eksperimenta uzorkovane su biljke za merenje lisne povrsine, kao i sveze i
suve mase. Ukupna lisna povrSina (LA, eng. leaf area) merena je pomocu uredaja
LI-3100 areameter (LI-COR, Lincoln, NE, USA) i izrazavana je u cm? (slika 11e).

SveZa masa merena je na tehnickoj vagi i izrazavana u gramima (g). Suva masa
dobijena je suSenjem biljaka, prvo na sobnoj temperaturi sedam dana, a zatim u sus$nici 72h
na 80 °C. Nakon suSenja masa biljnog materijala odredena je merenjem na analitickog vagi i
izraZena u gramima.

Specifi¢na lisna povrSina (SLA, eng. specific leaf area) izraCunata je prema formuli:
SLA =A1/W1, gde je: A1 - povrSina lista (cm?), W1 - suva masa lista (g) (Hunt, 1982).
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Slika 11. Prikaz uredaja koriS¢enih za merenja tokom eksperimenta: a) Theta Probe, b) AP4 Leaf
Porometer, c) Soil Moisture Equipment Corp, d) Dualex FORCE-A, €) LI-3100 area meter.

3.4. Merenje biohemijskih parametara

3.4.1. Odredivanje sadrzaja abscisinske kiseline (ABA) u listovima paradajza

Listovi paradajza divljeg tipa (WT) i flacca mutanta homogenizovani su u tecnom azotu
i ekstrahovani u dejonizovanoj vodi (1/10, w/v) u prisustvu 1% PVP. Da bi se izbegla
nespecificna reakcija antitela za apscisinsku kiselinu sa drugim jedinjenjima u uzorku,
homogenat je kratko zagrevan u klju¢alom vodenom kupatilu (do pojave mehuri¢a), a zatim je
inkubacija nastavljena na Sejkeru preko no¢i, u mraku na 4 °C. Homogenat je centrifugiran 15
min na 14.000 g na 4 °C, a dobijeni supernatant je razblaZen sedam puta dejonizovanom
vodom i sacuvan na -20 °C do dalje upotrebe.

Sadrzaj apscisinske kiseline u listovima paradajza odreden je ELISA (eng. enzyme-
linked immunosorbent assay) testom prema protokolu objavljenom od strane Asch (2000).
Princip ove imunohemijske metode zasniva se na kompetitivnoj reakciji izmedu ABA i visoko
specificnog monoklonalnog antitela MAC252 (Quarrie i sar., 1988), pri kojoj ne dolazi do
ukrStene reakcije antitela sa drugim komponentama u uzorku.

Za pripremu standarda apscisinske kiseline koriS¢en je Stok rastvor (*¥) ABA
koncentracije 0,04 mg/ml. Ovaj rastvor se priprema rastvaranjem (+) ABA u dejonizovanoj
vodi, uz inkubaciju na 40 °C tokom 12 sati u mraku, na Sejkeru. Od njega je napravljen rastvor
koncentracije 80.000 pg (*¥) ABA/100 pl koji je predstavljao negativnu kontrolu. Za
standardnu pravu napravljena su serijska razblaZenja u koncentraciji 8.000, 4.000, 2.000,
1.000, 500, 2501 125 pg (*) ABA/100 pl. Radni rastvor, kao i serijska razblaZenja, cuvani su
na -20 °C. Za pozitivhu kontrolu koriS¢ena je dejonizovana voda, koja je imala najveci
intenzitet obojenja.
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Postupak odredivanja ABA primenom ELISA testa:

1. Oblaganje bunari¢a mikrotitar ploca sa po 200 pl ABA-4'-BSA-konjugata i inkubacija
preko noci na 4 °C.

2. Ispiranje bunari¢a mikrotitar ploca tri puta puferom za ispiranje (50 mM Tris-HCI, pH
7,8 koji je sadrzao 1 mM MgClz, 150 mM NacCl, 10% BSA i 5% Tween20). Nakon prva
dva ispiranja bunariéi su suSeni upijaju¢im papirom. Nakon treéeg ispiranja pufer je
ostavljen u bunari¢ima mikrotitar ploce, koja je zatim inkubirana 20 minuta na 37 °C.

3. Ispiranje i suSenje bunari¢a mikrotitar ploca.

4. NanosSenje standarda i uzoraka u bunarice izvrsSeno je u triplikatu (po 100ul). Nakon

toga je u svaki bunari¢ dodata ista zapremina primarnog antitela MAC252 (prethodno

pripremljenog rastvaranjem 4 ml MAC252 koncentracije 1:8.000 u 8 ml PBS pufera) i

sadrzaj u plo¢ama se inkubirao 3h na +4 °C (vreme neophodno za vezivanje antigena i

antitela).

[spiranje bunari¢a puferom za ispiranje tri puta i suSenje upijaju¢im papirom.

6. U svaki bunari¢ dodato je po 200 pl sekundarnog antitela Anti-rat IgG rastvorenog u
puferu (50 mM Tris-HCI, pH 7,8 koji je sadrZzao 1 mM MgClz, 150 mM NaCl). Inkubacija
u trajanju od 60 minuta na 37 °C, tokom koje dolazi do vezivanja sekundarnog antitela
za primarno antitelo.

7. Ispiranje bunari¢a mikrotitar ploCe od sekundarnog antitela puferom za ispiranje pet
puta i suSenje na upijaju¢em papiru.

8. U svaki bunari¢ dodato je po 200 pl supstrata (tableta od 20 mg p-nitrofenil fosfata
rastvorena u 21ml 50 mM NaHCO3).

9. Inkubacija mikrotitar plo¢a na 37 °C tokom 15-30 minuta, sve dok vrednosti
apsorbance merene na 405 nm za pozitivnu kontrolu nisu bile pribliZzno 1.

10. Ocitavanje apsorbance uzoraka na 405 nm pomocéu ELISA c¢itaca (Sunrise, Tecan,
Switzerland). Na osnovu standardne prave izra¢unata je koncentracija ABA u uzorku i
dobijene vrednosti su predstavljene u vidu ng ABA po g sveZe mase uzorka.

u

3.4.2.  Ekstrakcija i kvantifikacija rastvornih ugljenih hidrata u listovima
paradajza

Biljni materijal homogenizovan je u te¢nom azotu i ekstrahovan u dejonizovanoj vodi
(1:10, w:v) u ultrazvu¢nom kupatilu tokom 30 min na sobnoj temperaturi. Potom su uzorci
centrifugirani 10 min na 14.000g na 4 °C. Dobijeni supernatant je sacuvan, a zatim je talog re-
ekstrahovan pomocu metanola na isti nacin kao $to je uradena ekstrakcija sa vodom. Dobijeni
supernatanti su spojeni i koriS¢eni za dalju analizu (Vidovi¢ i sar. 2015b).

Identifikacija i kvantifikacija rastvornih ugljenih hidrata u listovima paradajza uradena
je na sistemu za visoko efikasnu jonoizmenjivacku hromatografiju HPLC DIONEX ICS 3000
(Dionex, Sunnyvale, USA) sa kvaternernom gradijentnom pumpom. Kolona koriS¢ena u ovoj
analizi bila je CarboPac PA100 hidroksidselektivha anjon-izmenjivacka kolona dimenzija
250 x 4 mm (Dionex, Sunnyvale, USA).

Elucija je postignuta sa tri mobilne faze: A: 600 mM NaOH, B: 500 mM Na-acetat i C:
ultra Cista voda, pri brzini protoka od 0,7 ml min-1 na 30 °C. Gradijentni program sastojao se iz
sledec¢ih koraka: 0-5 min: A = 15%, C = 85% (izokratska elucija); 5,0-5,1 min: A =15%, B =
2%, C =83% (izokratska elucija); 5,1-12,0 min: A = 15%, B = 2%, C = 83% (izokratska elucija);
12,0-12,1 min: A = 15%, B = 4%, C = 81 % (izokratska elucija); 12,1-20,0 min: A = 15%, B =
4%, C= 81% (izokratska elucija); 20,0-20,1min: A = 20%, B = 20%, C = 60% (izokratska
elucija); 20,1-30,0 min: A = 20%, B = 20%, C = 60% (izokratska elucija). Detekcija je vrSena
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pomocu elektrohemijskog detektora koji je za radnu imao zlatnu, a za referentnu Ag/AgCl
elektrodu (AkSi¢ i sar., 2019).

Standardi za glukozu, fruktozu i saharozu pripremljeni su u Ultrapure TKA vodi u
koncentraciji 1.000 ng ml-1, dok su standardi za ostale ugljene hidrate pripremljeni na isti
nacin, ali u koncentraciji 100 ng ml-1.

3.4.3. Ekstrakcija i analiza slobodnih aminokiselina u listovima paradajza

Prethodno zamrznuta tkiva listova paradajza homogenizovana su u avanu pomocu
tucka u teCnom azotu, a zatim ekstrahovana u 50% MeOH (1:10, w:v). Homogenat je
centrifugiran 10 min na 14.000 g na 4 °C i dobijeni supernatant je odmah zamrznut u tecnom
azotu i sacuvan na -80 °C za dalju analizu. Alikvoti dobijeni iz supernatanata razblaZeni su 10
puta i pomesSani sa istom zapreminom derivatizacionog reagensa, nakon 5 min naneti na
reverzno-faznu kolonu (5,0 um, 250x4,6 mm Luna C18(2), Phenomenex Ltd., Torrance, CA4,
USA) i analizirani na Shimadzu LC-20AB Prominence HPLC (Shimadzu, Kjoto, Japan) uredaju.
Derivatizacioni reagens sastojao se od 20 mM natrijum-boratnog pufera pH 9,5,
0,4M o-ftalaldehida (OPA, Sigma Aldrich) i 3-merkaptoetanola (9:1:0,01, v:v:v). Natrijum-
boratni pufer pripremljen je pomocu borne Kiseline i natrijum-hidroksida, dok je OPA
pripremljena rastvaranjem u MeOH. Derivatizacija standarda uradena je na isti nacin kao i
derivatizacija uzorka.

Elucija je postignuta pomoc¢u sledecih eluenata: A: 20 mM natrijum-fosfatni pufer
pH 6,8 : metanol : tetrahidrofuran (90:9:1, v:iv:iv) i B: 20 mM natrijum-fosfatni pufer
pH 6,8 : metanol : tetrahidrofuran (40:59:1, v:v:v) pri protoku od 1,2 ml min-! na 40 °C. Da bi
se postiglo razdvajanje proteinogenih aminokiselina (osim prolina, cisteina i histidina),
primenjen je sledeci elucioni gradijent: 0-5 min: A=100%, B=0% (izokratska elucija); 5-30
min: A = 70%, B = 30% (izokratska elucija); 30-35 min: 30-60% B (linearni gradijent); 35-45
min: A = 50%, B = 50% (izokratska elucija); 45-70 min: 50-70% B (linearni gradijent); 70-90
min: A=0%,B = 100% (izokratska elucija). Injekciona zapremina bila je 20 pl, a intenzitet
fluorescencije derivata meren je na 510 nm, nakon ekscitacije na 340 nm pomocu
fluorescentnog detektora RF-10-AXL (Prominence, Shimadzu) (Noctor i Foyer, 1998b).
Dobijeni hromatogrami obradeni su u programu Shimadzu LC Solution software (Shimadzu).

Primer hromatograma za standarde aminokiselina sa odgovaraju¢im retencionim vremenima
koji su koris¢eni u ovoj metodi prikazan je na slici 12.
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Slika 12. Hromatogram sa standardima aminokiselina
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3.4.4. Ekstrakcija i spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije prolina u
listovima paradajza

Usled toga Sto opisani metod derivatizacije za odredivanje sadrzaja aminokiselina nije
primenljiv za detekciju prolina, njegova koncentracija u uzorcima odredena je
spektrofotometrijski, po metodi koju su opisali Bates i sar. (1973) i uz odredene modifikacije.
Koncentracija prolina odredena je pomocu ninhidrinske reakcije, u kojoj pri reakciji imino
grupe iz prolina sa ninhidrinom (eng. 2,2-dihydroxyindane-1,3-dione) dolazi do formiranja
Zutog obojenog proizvoda (o-aminokiseline u reakciji sa ninhidrinom daju ljubicasti
proizvod). Intenzitet obojenja proizvoda proporcionalan je koncentraciji prolina u uzorku.

Zaledeno lisno tkivo homogenizovano je u tecnom azotu, ekstrahovano u
3% sulfosalicilnoj kiselini (1:10, w:v), a zatim centrifugirano 10 min na 14.000 g na 4 °C.
Dobijeni supernatant pomesan je u istom zapreminskom odnosu sa Kiselim ninhidrinom i
glacijalnom sir¢etnom kiselinom (1:1:1, v:v:v) i inkubiran 60 min na 100 °C. Reakcija je
zaustavljena prebacivanjem uzoraka na led i dodavanjem toluena (1:1, v:v).

Kiseli ninhidrin pripremljen je rastvaranjem 1,25 g ninhidrina u 30 ml glacijalne
siretne kiseline i 20 ml 6M fosforne kiseline, uz zagrevanje i meSanje do rastvaranja. Ovaj
rastvor stabilan je 24 h na 4 °C.

Za detekciju prolina koriS¢ena je gornja organska faza koja je sadrzala Zutu hromoforu,
u kojoj je koncentracija prolina izracunata na osnovu standardne prave merenjem apsorbance
na 520 nm na UV-VIS spektrofotometru (Shimadzu UV-160, Kjoto, Japan). Kao blank koris¢en
je Cist toluen, dok je za standard koriS¢en rastvor D-prolina.

3.4.5. Ekstrakcija i kvantifikacija sadrzaja fenolnih jedinjenja u listovima
paradajza

Odredivanje fenolnih jedinjenja u listovima paradajza uradeno je po protokolu
opisanom u Vidovi¢ i sar. (2015a). Zaledena tkiva listova paradajza sprasena su u avanu sa
tuckom u te¢nom azotu i ekstrahovana u metanolu sa 0,1% HCI (1:10, w:v). Ekstrakcija je
trajala 60 min na Sejkeru na ledu i u mraku, a nakon toga homogenat je centrifugiran 10 min
na 14.000 g na 4 °C. Dobijeni supernatant je odvojen i koriS¢en za dalju analizu. 600 pl
supernatanta pomeSano je sa 400 ul dejonizovane vode i 600 pl hloroforma, a zatim
inkubirano na Sejkeru u mraku i na ledu. Ovaj korak se primenjuje kako bi se odstranila
lipofilna jedinjenja koja mogu da ometaju identifikaciju i kvantifikaciju fenolnih jedinjenja.
Nakon 60 min homogenat je centrifugiran 10 min na 14.000 g na 4 °C i u 400 pl dobijenog
supernatanta dodato je 80 pl koncentrovalne HCl kako bi se izvrSila hidroliza radi detekcije
aglikona (60 min na 85 °C). Iz dobijenih ekstrakata kiseonik je uklonjen barbotiranjem
azotom, a nakon toga je fenolni sadrZaj analiziran pomo¢u UPLC hromatografa (Thermo
Dionex Ultimate 3000) kuplovanog sa fotodiodnim detektorom. Fenolna jedinjenja razdvajana
su na reverzno-faznoj koloni (5,0 um, 250 x 4,6 mm Luna C18(2), Phenomenex Ltd., Torrance,
CA, USA). Elucioni gradijent postignut je pomocu slede¢ih mobilnih faza: A: acetonitril i
rastvora B: sircetna kiselina : acetonitril : fosfatna kiselina : voda (10:5:0,1:84,9,v:v:v:v), pri
brzini protoka od 1 mL min-1 na 25 °C. Gradijentni program sastojao se iz slede¢ih koraka:
0-5 min: B=100%, A=0% (izokratska elucija); 5-25 min: 100-80% B (linearni gradijent); 25-
35 min: 80-60% B (linearni gradijent) i 35-40 min: 60-100% B (linearni gradijent).
Hromatogrami su snimani na razli¢itim talasnim duZinama: 280 nm za Kkatehine,
hidroksibenzoeve kiseline i njhove derivate; 320 nm za flavone, hidroksicimetne kiseline i
njihove derivate; 360 nm za flavon-3-ole i 520 nm za antocijane. Pojedina¢na fenolna
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jedinjenja odredivana su komparacijom retencionih vremena i njihovih apsorpcionih spektara
sa autenti¢nim standardima. Kvantifikacija je bazirana na povrsini dobijenih pikova pomocu
Chromeleon 6.8 softvera.

3.4.6.  Ekstrakcija i kvantifikacija ukupnog sadrZaja askorbata u listovima
paradajza i odredivanje njegovog redoks statusa

Smrznuta tkiva listova paradajza homogenizovana su u avanu sa tuckom u tecnom
azotu i ekstrahovana u 1,5% meta-fosfornoj kiselini (MPA), koja je sadrzala 1 mM EDTA
(1:10, w:v). Homogenat je centrifugiran 8 min na 14.000 g na 4 °C i dobijeni supernatant je
odmah zamrznut u te¢nom azotu i sacuvan na -80 °C za dalju analizu.

Redukovana forma askorbata uradena je po metodi koju su opisali Morina i sar.
(2010). Reakciona smesa sastojala se od 950 pl 300 mM natrijum-fosfatnog pufera pH 5,5 sa
1 mM EDTA i 50 pl uzorka. Prilikom dodavanja jedne jedinice (IU) askorbat oksidaze (AO) u
reakcionu smesu dolazilo je do smanjenja apsorbance na 262 nm, Sto predstavlja koli¢inu
redukovanog askorbata (e=14,3 mM-1cm1).

Odredivanje ukupnog sadrzaja askorbata uradeno je po metodi opisanoj u Vidovi¢ i sar.
(2015a) uz odredene modifikacije. Svi uzorci su razbleZeni osam puta sa 1,5% MPA i
inkubirani 1 minut na sobnoj temperaturi sa 2,5 IU AO u natrijum-fosfatnom puferu pH 4,5 da
bi se izvrSila potpuna oksidacija askorbata do dehidroaskorbata (DHA). Nakon toga, pH
vrednost reakcione smese podesena je na 8 pomocu 1M KOH, a zatim je uradena derivatizacija
DHA u trajanju od 10 min u mraku dodavanjem orto-fenilendiamina (o-PDA) u finalnoj
koncentraciji 0,2 mM. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 85% H3POs u finalnoj
koncentraciji 1,65%. Ovako pripremljeni derivati (50 pl) naneti su na reverzno-faznu kolonu
(5,0 pm, 250x4,6 mm Luna C18(2), Phenomenex Ltd., Torrance, CA, USA) i analizirani na
Shimadzu LC-20AB Prominence HPLC (Shimadzu, Kjoto, Japan) uredaju. Elucioni gradijent je
formiran pomocu rastvora A: 20 mM kalijum-fosfatni pufer pH 6,8 i rastvora B: metanol, pri
brzini protoka od 0,8 ml min-! na 25 °C: 0-6 min: 30% B (izokratska elucija) i 6,01-15 min,
55-30% B (linearni gradijent). Intenzitet fluorescencije 0-PDA-DHA derivata meren je na
430 nm, nakon ekscitacije na 360 nm pomocu fluorescentnog detektora.

Koli¢ina DHA odredena je kao razlika koli¢ine ukupnog askorbata izmerenog pomocu
HPLC i redukovanog izmerenog spektrofotometrijski. Redoks stanje askorbata predstavljeno
je kao procenat sadrzaja redukovanog u odnosu na sadrzaj totalnog askorbata.

3.4.7.  Ekstrakcija i kvantifikacija sadrzaja karboksilnih kiselina u listovima
paradajza

Jedan deo uzorka dobijen pri ekstrakciji askorbata u 1,5% meta-fosfornoj kiselini
(MPA), koja je sadrzala 1 mM EDTA (1:10, w:v),odvojen je, saCuvan na -80 °C i kasnije
koriS¢en za analizu karboksilnih kiselina.

Analiza karbokslilnih kiselina uradena je pomocu tecne hromatografije visokih
performansi na Shimadzu LC-20AB Prominence HPLC (Shimadzu, Kjoto, Japan) uredaju
spregnutom sa fotodiodnim detektorom (LC-20AB, Shimadzu, Kyoto, Japan). Za razdvajanje je
koriS¢ena jon-ekskluziona Rezex ROAH+ (8%) kolona (8 pm, 300x7,8 mm, Phenomenex Ltd.,
Torrance, CA, USA), a elucioni gradijent postignut je pomo¢u mobilnih faza A (5 mM H2S04) i
B (acetonitril), pri brzini protoka od 0,2 ml min! u prvih 45 min i 0,5 ml min-1 od 45 do
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60 min, na 25 °C prema metodi koju su opisali Lin i sar. (2011). Karboksilne Kkiseline
detektovane suna 210 nm.

3.5. Molekularno bioloske metode

3.5.1. Izolacija ukupne RNK

Za ekstrakciju RNK molekula kori$éeno je 0,1 g biljnog materijala samlevenog u avanu
koriS¢enjem te¢nog azota, uz dodatak 800 pl TRIzol reagensa (TRIzol™ Reagent, Invitrogene,
Waltham, MA, USA). Homogenat je kratko promesSan na vorteksu, a zatim centrifugiran 5 min
na 14.000 g na 4 °C. Dobijeni supernatant prebacen je u novu mikrotubu, a zatim je u njega
dodato 160 pl hloroforma, blago promuckano i inkubirano 5 min na ledu. Homogenat je
centrifugiran 15 min na 14.000 g na 4 °C. Odvojena je gornja vodena faza i u nju je dodato
400 pl izopropanola, sadrzaj mikrotubica je inkubiran 10 min na sobnoj temperaturi, a zatim
centrifugiran 10 min na 14.000 g na 4 °C. Supernatant je odbacen, a dobijeni RNK beli talog
osuSen. Suvi talog je zatim resuspendovan u 800 pl 75% etanola.

Integritet izolovane RNK proveren je spektrofotometrijski pomoc¢u nanodropa
(NanoPhotometer® N60, IMPLEN, Munich, Germany) i elektroforezom na agaroznom gelu.

Elektroforeza RNK uradena je na aparatu za horizontalnu elektroforezu
(SERVA, Electrophoresis GmbH, Gemany), pri naponu od 90 V i jacini struje od 50 mA, a
vizualizacija RNK traka uradena je posmatranjem pod UV svetlom na transiluminatoru
(Quantum-ST4, Vilber Lourmat, France).

Kvalitet izolovane RNK odreden je na nanodropu (NanoPhotometer® N60, IMPLEN,
Munich, Germany) merenjem apsorbance na 230, 260 i 280 nm. Vrednosti koli¢nika
A260/A280 ukazuju na kontaminaciju uzorka proteinima, dok koli¢cnik A260/A230 ukazuje
na kontaminaciju organskim hemikalijama. Za potrebna merenja na merno polje nanodropa
nanet je 1 ul RNK izolata.

Gel za agaroznu elektroforezu pripremljen je u 1x TBE (tris-boratni pufer, 54g Tris,
27,5 g H3BO3 i 2,92 g EDTA) puferu pH 8,3 u koncentraciji agaroze od 1,5%. Uzorci RNK za
nanoSenje u bunarice agaroznog gela pripremljeni su tako Sto su razblaZeni cetiri puta vodom
oslobodenom od ribonukleaza (eng. RNA-free water),a zatim je u njih dodata boja
6x Loading Dye (Thermo Fisher). Finalna zapremina po uzorku iznosila je 10pl. Elektroforeza
se odvijala pri naponu od 90 V i jaCini struje 50 mA, a detekcija traka radena je bojenjem sa
etidijum-bromidom na UV svetlu (Quantum-ST4, Vilber Lourmat, France).

Da bi se ukonila eventualna DNK kontaminacija, dobijena RNK je tretirana sa
DNAazom I (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)10 min na 37 °C prema protokolu
proizvodaca.

3.5.2.  Sinteza komplementarne DNK (cDNK) i primena Real Time -PCR

Prvi lanac komplementarne DNK (cDNK) sintetisan je reverznom transkripcijom 1 pg
ukupne RNK pomocu RevertAid First strand cDNA Synthesis Kit-a (Thermo Scientific™,
Waltham, MA, USA).

Ekspresija gena od interesa (NCED1 i PP2C) pracena je pomoc¢u Real Time-PCR sistema
7500 (Applied Biosystems, USA) uz upotrebu SYBR Green Master Mix kita. Reakciona smesa u
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zapremini od 10 pl sadrzala je 1 pl produkta reverzne transkripcije, odgovarajuce forward i
reverse prajmere i Maxima SYBR Green/Rox qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Termalni uslovi za Real-Time-PCR podrazumevali su: inicijalnu
denaturaciju na 95 °C, zatim 40 ciklusa u trajanju od po 30 s na 95 °C, vezivanje prajmera
(eng. annealing) na temperaturi od 55 °C, 30 s i ekstenziju na 72 °C, 30 s. Odsustvo formiranja
primer-dimer provereno je kontrolama koje nisu sadrzale templat, ve¢ vodu oslobodenu od
RNAza. U reakciji amplifikacije, tacka u ciklusu u kojoj se DNK amplifikovala u tolikoj meri da
je njena fluorescencija dostigla fiksni prag iznad pozadinske fluorescencije oznacava se kao
Ct vrednost. Nivo ekspresije analiziranih gena normalizovan je na hauskiping gen (eng.
housekeeping gene) aktin i izracunat u odnosu na WT start kontrolu koriS¢enjem AACt metode
(Livak i Schmittgen, 2001). Rezultati su predstavljeni kao log?2 relativne ekspresije gena, a sva
merenja radena su u triplikatu. U tabeli 1 prikazani su nazivi gena koji su analizirani, kao i
sekvence koje su se koristile u njihovoj ekspresiji.

Tabela 1. Sekvence prajmera za housekeeping gen i analizirane gene

Gen Prajmer Duzina amplikona (bp) Tm °C

Aktin F5'GTCCTCTTCCAGCCATCCAT3' 126 55
R 3'ACCACTGAGCACAATGTTACCGS'

NCED1 F 5'AGGCAACAGTGAAACTTCCATCAAG3' 163 55
R 3'TCCATTAAAGAGGATATTACCGGGGACS'

PP2C F 5'TCAAACTCCACAGTGCGATG3' 84 55

R 3'CCGCAATTGGAAACGATGS'

3.5.3.  Izolacija i detekcija nekodirajuc¢ih malih RNK molekula

[zolacija nekodiraju¢ih RNK (nkRNK, eng. noncoding RNAs) uradena je po
modifikovanom protokolu koji su opisali Rosas-Cardenas i sar. (2011). Oko 0,1 g tkiva listova
paradajza spraseno je u avanu sa tuCkom u tecnom azotu i ekstrahovano u 500 pl LiCl
ekstrakcionog pufera (100 mM Tris-HCI, pH 9,0, 1% SDS, 100 mM LiCl, 10 mM EDTA) i 500 pl
fenola. Homogenat je inkubiran 5 min na 60 °C, a zatim centrifugiran 10 min na 10.000 g na
4 °C. Dobijeni supernatant prebacenje u novu mikrotubu i u nju je dodato 600 pul smese
hloroform-izoamilalkohola (24:1, v/v). Reakciona smesa centrifugirana je 10 min 10.000 g na
4 °C. Gornja faza paZljivo je prebacena u novu mikrotubu i inkubirana 15 min na 65 °C. Nakon
isteka pomenutog vremena u svaku mikrotubu dodato je 50 pl 5M NaCl i 63 ul 40% rastvora
polietilglikola (PEG), sadrzaj je kratko vorteksovan, a zatim inkubiran na ledu narednih
30 min. Homogenat je potom centrifugiran 10 min na 14.000 g na 4 °C. Dobijeni supernatant
koji sadrzi nkRNK prebacen je u novu mikrotubu, u koju je dodato 500 pl reakcionog miksa
koji je sadrZao fenol, etanol i izoamil alkohol (23:24:1, v:v:v), promeSan, a zatim centrifugiran
na 10 min na 14.000 g na 4 °C. Dobijeni supernatant prebacen je u novu mikrotubu, a u cilju
talozenja nkRNK dodato je 50 pl Na-acetatnog pufera pH 5,2 i 1200 pl apsolutnog etanola.
SadrZaj je inkubiran preko no¢i na -20 °C. Nakon toga homogenat je centrifugiran 10 min na
14.000 g na 4 °C. Dobijeni supernatant je odbacen, a talog je osusSen. OsuSeni talog je zatim
pazljivo resuspendovan u 20 pl vode oslobodene od ribonukleaza.

Posude (avani, tuckovi i mikrotube) i nastavci koji su koris¢eni tokom ove procedure
bili su sterilni.

Nakon toga pristupilo se spektrofotometrijskom odredivanju cisto¢e (kvaliteta) i
koncentracije izolovane RNK. Kvalitet izolovane RNK ustanovljen je na nanodropu
(NanoPhotometer® N60, IMPLEN, Munich, Germany) merenjem apsorbance na 230, 260 i
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280 nm. Za potrebe ovih merenja na povrSinu za merenje nanoseno je po 1 ul RNK za svaki
uzorak.

Da bi se ispitala zastupljenost pojedinih nkRNK u uzorcima, uradeno je njihovo
razdvajanje vertikalnom elektroforezom. Za razdvajanje je koriS¢en 12,5% poliakrilamidni
gel. Poliakrilamidni gel za razdvajanje pripremljen je rastvaranjem 11,875 g AA, 0,625 g bisAA
i 42,042 uree u 100 ml 1x TBE pufera pH 8,3 (tris-boratni pufer). TBE napravljen je od 54g
Tris, 27,5 g borne kiseline i 2,92 g EDTA. Pre nanoSenja uzoraka gel je ekvilibrisan1x TBE
puferom u trajanju od 2h, pri fiksnoj jaCini struje 20 mA i voltazi od 158 V. Uzorci su
pripremljeni u zapremini koja odgovara koncentraciji od 2 pg/pl, a zatim je dodata boja u
zapremini 6,25 pl. Finalna zapremina nanetog uzorka u bunari¢ gela iznosila je 25 pul. Tako
pripremljen uzorak inkubiran je 5 min na 65 °C, a zatim prebacen na led i nanet na gel. Uslovi
elektroforeze na pocetku bili su: napon 95V, odnosno fiksna ja¢ina struje 20 mA, dok je na
kraju elektroforeze vrednost napona iznosila 323 V. Zajedno sa uzorcima na gel je nanet i
slede¢i marker: GeneRuler UltraLow Range DNA Ladder, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific,
USA). Za elektroforezu koriS¢en je aparat LKB-2001-100 spregnut sa ispravljatem LKB-
Macrodrive 5 i LKB-Multitemp jedinicom za hladenje (Pharmacia, Sweden).

Nakon zavrsene elektroforeze gelovi su prebaceni u vodeni rastvor boje SYBR™ Gold
Nucleic Acid Gel Stain (Thermo Fisher) i inkubirani u mraku 30 min. Nakon isteka vremena
trake na gelovima vizualizirane su posmatranjem pod UV svetlom na transiluminatoru
(Quantum-ST4, Vilber Lourmat, France).

3.6. Denzitometrijska analiza sRNA traka

Intenziteti traka nkRNK izmereni su denzitometrijski uz pomo¢ Image/ softvera
(verzija 1.8.0.) za analizu slika i izraCunati kao procenat svake pojedinacne trake u odnosu na
ukupnu povrSinu denzitograma.

3.7. lzolacija i precis¢avanje Celijskog zida listova paradajza

Celijski zid listova paradajza izolovan je prema protokolu opisanom u Simonovié
Radosavljevi¢ i sar., 2017. Od osuSenih listova biljaka paradajza koji su koris¢eni za
odredivanje suve mase biljaka paZljivo je uklonjena lisna nervatura, kao i delovi drski. Biljni
materijal je sprasen u avanu sa tuckom, a zatim ekstrahovan u 80% metanolu (1:8, w/v) na
Sejkeru na sobnoj temperaturi u trajanju od 60 min. Homogenat je centrifugiran 20 min na
1.000 g na sobnoj temperaturi, a zatim je dobijeni pelet ispran dva puta 80% metanolom.
Nakon ispiranja, pelet je resuspendovan u 1M NaCl sa 0,5% Triton x 100, a zatim ponovo
centrifugiran na 1.000 g na sobnoj temperaturi 20 min. Nakon toga pelet je ispran jednom
destilovanom vodom, jednom 100% metanolom i dva puta 100% acetonom. Ovako preciS¢en
¢elijski zid osuSen je preko no¢i u digestoru, a zatim je dodatno usitnjen do praha u mlinu
(Mixer Mill MM 400 Retsch) i koriS¢en za strukturnu analizu.

3.8. FTIR spektroskopija

Infracrvena (IC) spektroskopija je brza, neinvazivna spektroskopska metoda koja se
zasniva na cinjenici da molekuli apsorbuju IC zracenje na odredenim frekvencijama koje su
karakteristicne za njegovu strukturu, pri ¢emu ga pobuduju na viSi energetski nivo. Oni
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apsorbuju na rezonantnim frekvencijama, tj. kada je frekvencija apsorbovanog zracenja
jednaka frekvenciji veze ili grupe koja vibrira. Kao rezultat ove apsorpcije, dobija se grafik
zavisnosti apsorbovane energije od frekvencije.

Infracrveni spektri (FTIR, eng. Fourier-transform infrared) izolovanih i preciS¢enih
zidova paradajza snimani su na instrumentu Perkin Elmer Spectrum Two povezanim sa
Universal ATR u oblasti od 4000 do 400 cm-1 sa 200 skenova uz rezoluciju od 4 cm-1. Korekcija
bazne linije uradena je pomocu softverskog paketa Spectra Gryph software.

3.9. Statisticka obrada podataka

StatistiCka obrada podataka uradena je pomocu softversog paketa Statistica 8.0
(StatSoft, Inc.). Rezultati su predstavljeni u obliku srednjih vrednosti + standardna greska
(SE), dobijene u cetiri ili viSe ponavljanja. Za svaki skup podataka zasebno je proveravana
homogenost varijanse pomocu Levinovog testa. Za utvrdivanje statisticki znacajnih razlika u
okviru prvog dela eksperimenta (poglavlja 4.1.1, 4.1.2, 4.1.3, 4.1.4, 4.1.6) uradena je
dvofaktorska analiza varijanse (eng. two-way ANOVA) uz Tukijev post hoc test, gde je korisS¢en
nivo znacajnosti od 5 %.

U drugom delu eksperimenta (4.2.1, 4.2.2, 4.2.3, 4.2.4, 4.2.5, 4.2.6, 4.3.1, 4.3.2, 4.3.3,
4.3.4, 4.3.5) koriSc¢ena je trofaktorska analiza varijanse (eng. three-way ANOVA), dok je Tukijev
post hoc test kori$¢en za specificna poredenja u okviru grupa. Nivo znacajnosti bio je podesen
na 5%.

Razlike u sadrzaju karboksilnih kiselina i kontroli i susi, kao i konstitutivne razlike
izmedu genotipova uradene su primenom jednofaktorske analize varijanse (eng. one-way
ANOVA) uz Tukijev post hoc test gde je koris¢en nivo znacajnosti od 5 %, dok su poredenja
konstitutivnih razlika u sadrzaju fenolnih jedinjenja izmedu genotipova uradena primenom
Studentovog t-testa.

Vrednosti ekspresije gena i nkRNK statisticki su obradene koris¢enjem Welch t-testa sa
nivoom znacajnosti od 5%.

Analiza glavnih komponenti (eng. principal component analysis, PCA) koriS¢ena je u
analizi FTIR spektara u regionu 1800-800 cm-1 radi utvrdivanja slicnosti i/ili razlika
ispitivanih uzoraka (Bro i Smilde, 2014). PCA razlaZe matricu podataka (X), na matricu
skorova (T) (eng. score matrix), matricu pondera-opterecenja (P) (eng. loading matrix) i
matricu reziduala (E) (eng. residual matrix): X=TP"T+E. Matrica pondera sadrzi informaciju o
talasnim brojevima, matrica skorova nosi informaciju o analiziranim uzorcima, dok matrica E
predstavlja neobjasnjenu varijansu u matrici X. Vektori glavnih komponenti, sadrzani u
matrici P, odabrani su tako da prva glavna komponenta apsorbuje najveci procenat ukupne
varijabilnosti, da druga glavna komponenta apsorbuje najve¢i procenat preostale
varijabilnosti i da je nekorelisana sa prvom glavnom komponentom. Sli¢nosti izmedu uzoraka
mogu biti detektovane smanjenjem dimenzionalnosti vektorskog prostora, odnosno
projekcijom uzoraka na potprostor koji je definisan sa manjim brojem dimenzija (glavnih
komponenti). Ukoliko prve dve glavne komponente apsorbuju zadovoljavaju¢i procenat
ukupne varijanse, uzorci mogu biti projektovani na ravan koju razapinju vektori glavnih
komponenti. Ukoliko se na ovu ravan projektuju i vektori originalnih varijabli, dobija se biplot
koji moZe pruZiti informacije i o korelisanosti polaznih varijabli.

Prethodna spektralna obrada nije bila potrebna, a za obradu dobijenih podataka
korisScen je softverski paket Unscrambler X 10.4 (Camo Analytics, Oslo, Norway).
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4. Rezultati

4.1. Uticaj jednog ciklusa suSe na morfoloSke i metaboliticke
promene kod listova divljeg tipa paradajza i flacca mutanta
gajenih na intenzitetu svetlosti 250 pmol m- s-1

U okviru ovog poglavlja prikazani su rezultati koji su dobijeni nakon $to su biljake
paradajza divljeg tipa (WT) i mutanta flacca (Flc) izlagane jednom ciklusu suSe (suSa i
rehidratacija), pri intezitetu svetlosti od 250 umol m-2 s-1. Prikazani rezultati obuhvataju uticaj
suSe i rehidatacije na rastenje i razvice listova, provodljivost stoma, ukupni vodni potencijal,
sadrZaj ABA, rastvornih ugljenih hidrata i slobodnih aminokiselina u listovima paradajza.

4.1.1. Sadrzaj ABA

Bez obzira na vodni status, pokazano je da je sadrzaj ABA u listovima kod flacca
mutanta niZi nego kod divljeg tipa (prilog, tabela P1, efekat genotipa P = 0,00110). Izlaganje
biljaka susi dovelo je do akumulacije ABA u listovima kod oba genoptipa (slika 13, prilog,
tabela P1). U susi kod divljeg tipa (WT D) sadrZaj ABA povecan je za gotovo 50% u odnosu na
odgovarajucu kontrolu (WT Cp), dok je to povecanje kod flacca (Flc D) iznosila pribliZzno 20%.
Nakon Sest dana rehidratacije sadrzaj ABA u listovima mutanta (Flc R) vratio se na pocetne
vrednosti, dok se kod divljeg tipa (WT R) i dalje zadrZao poveéan nivo za gotovo 25% u
odnosu na odgovarajucu kontrolu WT Cr (slika 13).
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Slika 13. Sadrzaj ABA u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih susi (D) i rehidrataciji
(R) u trajanju od po Sest dana. Odgovarajuée kontrole predstavljene su oznakama Cp i Cr. Vrednosti za sadrzaj
ABA izraZene su u pg g'' FW i predstavljene su srednjim vrednostima * SE (n24). Razli¢ita slova predstavljaju
statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05). Mala slova odnose se na
razlike za tretman suSom, dok se velika slova odnose na razlike u periodu rehidratacije.

4.1.2.  Provodljivost stoma i ukupni vodni potencijal

Na slici 14a prikazane su vrednosti za provodljivost stoma (gs) na listovima paradajza
WT i flacca mutanta, koji su bili izloZeni jednom ciklusu suSe i rehidratacije. Kod kontrolnih
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biljaka uocen je razliit trend otvorenosti stoma u zavisnosti od starosti biljaka. Tako kod
kontrolnih biljaka koje su optimalno zalivane (Cp), na pocetku tretmana provodljivost kod
flacca mutanta bila je duplo veca nego u listovima divljeg tipa. Nakon perioda rehidratacije
kod kontrolnih biljaka nisu uocene razlike u stomatalnoj provodljivosti izmedu ova dva
genotipa. Tretman suSe je indukovao zatvaranje stoma kod oba genotipa. Kod WT zatvorenost
se povecala za 2,5 puta u odnosu na onu kod kontrolih biljka, dok su se kod flacca mutanata
stome zatvorile za oko 40% u odnosu na kontrolu. Biljke divljeg tipa su nakon perioda
rehidratacije imale ujednacenu provodljivost stoma sa onom kod optimalno zalivanih biljaka,
dok je gskod flacca mutanta porasla gotovo dva puta u odnosu na kontrolu.

Izuzev provodljivosti stoma, parametar koji ukazuje na stepen stresa izazvan susom i
onog koji nastaje nakon rehidratacije jeste ukupni vodni potencijal (/). U ovom eksperimentu
promena vodnog potencijala koja je izazvana suSom je uocena jedino kod flacca mutanata.
Tako, vrednost § kod flacca mutanta u susi je iznosila -0,87 MPa, Sto je za 2,5 puta manja
vrednost od one koja izmerena u kontroli. Razlike ovog tipa nisu uocene izmedu kontrolnih
biljaka WT i flacca, kod njih su vrednosti ukupnog vodnog potencijala iznosile -0,31 MPa,
odnosno -0,34 MPa. Sa druge strane, rehidratisane biljke imale su vrednosti vodnog
potencijala koje su bile slicne njihovim odgovaraju¢im kontrolama (slika 14b).
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Slika 14. Provodljivost stoma, gs (a) i ukupni vodni potencijal, Y (b) kod listova divljeg tipa paradajza i
flacca mutanta izloZenih susi (D) i periodu rehidratacije (R) u trajanju od po Sest dana. Odgovarajuce kontrole
predstavljene su oznakama Cp i Cr. Vrednosti za provodljivost stoma izraZene su u mmol m-2s-1i predstavljene su
srednje vrednosti + SE (n>4 ). Razli¢ita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema
Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05). Mala slova odnose se na razlike za tretman susom, dok se velika slova
odnose na razlike u periodu rehidratacije.

4.1.3.  Uticaj suSe i rehidratacije na rastenje biljaka paradajza

Uticaj primenjenog stresa suSe na rastenje i razvice biljaka, pracen je i prikazan preko
slede¢ih morfoloskih parametara: povrsSine listova, sveZe i suve mase nadzemnog dela biljaka
(slika 15). Kada su biljke bile snabdevene optimalnom koli¢inom vode rastenje flacca bilo je
redukovano u odnosu na biljke divljeg tipa (WT), Sto se da videti na osnovu nizih vrednosti za
sve pomenute morfoloSke parametre. Stres kome su bile izloZene biljke u trajanju od 6 dana
nije izazvao statisticki znac¢ajne promene u svezoj (slika 15a) i suvoj masi (slika 15b) kod WT i
flacca u odnosu na kontrolne biljke. Medutim, primecuje se da je odnos sveZe mase i lisne
povrsine kod WT biljaka nepromenjen kako Sestog, tako i dvanaestog dana trajanja
eksperimenta i to bez obzira na vodni status (oko 0,05), dok je kod flacca mutanata u susi
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odnos suve mase i lisne povrSine opao (oko 35%) u poredenju sa optimalno zalivanim
biljkama. Takode, kod WT i flacca biljaka nisu uocene promene u svezZoj masi i lisnoj povrsini
(slika 15c) izmedu rehidratisanih i kontrolnih biljaka.
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Slika 15. Sveza (a) i suva masa (b) nadzemnog dela biljaka i lisna povrsina (c) kod divljeg tipa i flacca
mutanta paradajza izlozenih susi (D) i periodu rehidratacije (R) u trajanju od po Sest dana. Odgovarajuce
kontrole predstavljene su oznakama Cp i Cgr. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n=4). Razli¢ita slova
predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05). Mala slova
odnose se na razlike za tretman suSom, dok se velika slova odnose na razlike u periodu rehidratacije.

4.1.4. Uticaj suSe i rehidratacije na sadrzaj rastvornih ugljenih hidrata u
listovima

Primenom jonoizmenjivacke hromatografije sa elektrohemijskom detekcijom odreden
je sadrzaj solubilnih ugljenih hidrata kod optimalno zalivanih, izloZenih suSi i rehidratisanih
WT i flacca biljaka paradajza (prilog, tabela P4). Tokom eksperimentalnog rada kada je
sadrzaj vode u zemljiStu bio optimalan konstitutivni nivo ukupnih ugljenih hidrata bio je ve¢i
kod flacca u odnosu na biljke divljeg tipa WT (prilog, tabela P4). Takode, suSa nije uticala na
sadrZaj ukupnih ugljenih hidrata kod WT, dok je kod flacca zabeleZen porast za oko 30%. Sa
druge strane, rehidratacija nije prouzrokovala promene u ukupnom sadrzaju ugljenih hidrata
kod oba genotipa.
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4.1.4.1.  Uticaj suSe i rehidratacije na sadrzaj monosaharida heksoza

Izmereni najzastupljeniji ugljeni hidrati kod WT i flacca su glukoza i fruktoza, sa
koncentracijama u opsegu od 11-20 pmol g1 FW, odnosno 7-16 pumol g1 FW. Ova dva
monosaharida u zbiru predstavljaju oko 80% od ukupno izmerenih rastvornih ugljenih
hidrata (slika 16, prilog, tabela P4).
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Slika 16. Sadrzaj (a) glukoze - Glc, (b) fruktoze - Fru i (c) njihov odnos - Glc/Fru u listovima divljeg tipa
i flacca mutanta (Flc) paradajza izloZenih sus$i (D) i periodu rehidratacije (R) u trajanju od po Sest dana.
Odgovarajuce kontrole predstavljene su oznakama Cp i Cgr. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n24).
Razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p <
0,05). Mala slova odnose se na razlike za tretman suSom, dok se velika slova odnose na razlike u periodu
rehidratacije.

Kod kontrolnih biljaka Sestog dana sadrzaj glukoze bio je slican kod oba genotipa, dok
je 12. dana kod flacca biljaka zabeleZen porast za 40% u odnosu na WT. Za razliku od flacca
mutanta gde je susa indukovala povecanu akumulaciju glukoze za 35%, kod WT biljaka je njen
sadrZaj ostao nepromenjen. Medutim, rehidratacija nije uticala na promenu sadrzaja glukoze
kod WT i flacca, u odnosu na optimalno zalivane biljke (slika 16a). Sadrzaj fruktoze izmedu
genotipova razlikovao se jedino kod biljaka nakon rehidratacije, dok susa nije indukovala
nikakve znacajne promene posmatrano u okviru istog genotipa (slika 16b). Nakon suse odnos
glukoze i fruktoze bio je poviSen samo u flacca i to za oko 30%, dok je nakon rehidratacije
opao na vrednosti pribliZne jedinici (slika 16c).
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U odnosu na divlji tip, konstitutivno cetiri puta visi sadrzaj monosaharida galaktoze
detektovan je u flacca biljkama, u kontrolnim uslovima. Takode, flacca biljke koje su bile
izloZene suSi i rehidrataciji pokazale su 2,5 puta, odnosno 3 puta veéi sadrzaj ovog
monosaharida u odnosu na WT. Sa druge strane, suSa je indukovala statisticki znacajnu
akumulaciju galaktoze jedino kod WT biljaka, dok je u flacca njen sadrzaj ostao nepromenjen.
Nakon rehidratacije biljke oba genotipa pokazale su gotovo dva puta povecanu akumulaciju
galaktoze u odnosu na optimalno zalivane biljke (slika 17, prilog, tabela P4).
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Slika 17. Sadrzaj galaktoze - Gal u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih susi (D) i
periodu rehidratacije (R) u trajanju od po Sest dana. Odgovarajuée kontrole predstavljene su oznakama Cp i Cg.
Predstavljene su srednje vrednosti * SE (n=4). Razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu
proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05). Mala slova odnose se na razlike za tretman suSom, dok se
velika slova odnose na razlike u periodu rehidratacije.

4.1.4.2.  Uticaj suSe i rehidratacije na sadrzaj monosaharida pentoza

Na slici 18 prikazan je sadrzaj pentoza arabinoze, ksiloze i ramnoze u listovima WT i
flacca mutanta paradajza. Susa je indukovala akumulaciju arabinoze jedino u WT listovima,
dok je kod flacca njena koli¢ina ostala nepromenjena, Sto se kasnije pokazalo i kod
rehidratisanih biljaka. Medutim, u svim taCkama eksperimenta zabeleZene su konstitutivno
vecCe koncentracije arabinoze u flacca u odnosu na WT, koje se krec¢u u rasponu od 2 do 10
puta (slika 18a, prilog tabela P5.).

U slucaju ksiloze primecen je suprotan trend akumulacije u zavisnosti od genotipa. Kod
WT biljaka suSa nije uzrokovala nikakve promene u koncentraciji ksiloze, dok se u
rehidrataciji njena kolicina udvostrucila u odnosu na optimalno zalivane biljke. Sa druge
strane, u flacca biljkama suSa je indukovala smanjenje koncentracije ksiloze, dok se nakon
rehidratacije njen sadrZaj nije znacCajno promenio. I u sluc¢aju ove pentoze zabeleZen je
konstitutivno veci nivo u flacca u odnosu na divlji tip (slika 18b).

SuSa je uticala na sadrzaj ramnoze jedino u flacca, a takode je primecena njena
povecana akumulacija u WT biljkama u odnosu na flacca Sest dana (Cp) nakon otpocinjanja
eksperimenta (slika 18c).

45



o
(9]
1

o

il

Com D R CorD R
2,04 WwT 20- : DIR. -
§ W WFic % | LI
] |
s 15 | c
< |
o)) B o |
o 10 S 1.0 ! B
g 8 b | AB
3 3 a2 a1 A
@ —_ [
> |
< X |
|

0,0-
R Co D Ck R
(b)
0,20~ | CorD R
1 mwT
§ : B MFic
- 0,15 : C c
b) I B [
g 0101 b :
=2 | A
£ 0,05 |
© |
4 |
0,00-

Co D Cr R
(c)

Slika 18. Sadrzaj (a) arabinoze - Ara, (b) ksiloze - Xyl i (c) ramnoze - Rham u listovima divljeg tipa i
flacca mutanta paradajza izloZenih susi (D) i periodu rehidratacije (R) u trajanju od po Sest dana. Odgovarajuce
kontrole predstavljene su oznakama Cp i Cgr. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n=4). Razli¢ita slova
predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05). Mala slova
odnose se na razlike za tretman suSom, dok se velika slova odnose na razlike u periodu rehidratacije.

4.1.4.3.  Uticaj suSe i rehidratacije na sadrzaj oligosaharida

Izlaganje biljaka susi drugacije je uticalo na sadrzZaj disaharida saharoze u WT i flacca
mutantu (slika 19a). Tako je kod WT suSa indukovala smanjenje njene koncentracije za
priblizno 40%, dok je kod flacca taj sadrZaj ostao nepromenjen. UopSteno posmatrano, kod
optimalno zalivanih biljaka nisu detektovane razlike u konstitutivnom sadrzaju saharoze za
dva posmatrana genotipa, dok je nakon rehidratacije kod flacca uoc¢eno opadanje u odnosu na
WT za oko 30% (slika 19a). U optimalnim uslovima zalivanja (Cp i Cr) sadrzaj disaharida
trehaloze, melibioze i maltoze bio je niZi kod flacca u odnosu na divlji tip (WT), a susa je
uticala na povecanje koncentracije trehaloze jedino kod WT, i to za tri puta (slika 19).
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Slika 19. Sadrzaj (a) saharoze - Suc, (b) trehaloze - Tre, (c) melibioze - Mel i (d) maltoze - Mal u
listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZzenih susi (D) i periodu rehidratacije (R) u trajanju od po
Sest dana. Odgovarajuce kontrole predstavljene su oznakama Cp i Cr. Predstavljene su srednje vrednosti + SE
(n=4). Razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu
(p < 0,05). Mala slova odnose se na razlike za tretman suSom, dok se velika slova odnose na razlike u periodu
rehidratacije.

U ovoj analizi kvantifikovani su i oligosaharidi koji su bili u manjoj meri zastupljeni kod
oba genotipa paradajza, u odnosu na gore opisane ugljene hidrate. Dok tetrasaharid, stahioza i
trisaharidi, maltotrioza i panoza, ne pokazuju statisticki znacajne konstitutivne razlike izmedu
genotipova, u WT je sadrzaj trisaharida rafinoze u odnosu na flacca mutant bio uvecan za viSe
od 20%. Sa druge strane, suSa i rehidratacija nisu indukovale promene u sadrZaju ovih
oligosaharida kod dva genotipa paradajza (prilog, tabela P4).

4.1.4.4. Uticaj suSe i rehidratacije na sadrzaj sorbitola

Usled poznatog znacaja Secernog alkohola sorbitola kao osmotski aktivnog jedinjenja,
analizirana je njegova zastupljenost u susi i kontrolnim uslovima kod WT i flacca (Slika 20). U
svim tretmanima uoceno je da u proseku uveéanje sadrZaja sorbitola iznosi 3-4 puta kod
flacca u odnosu na WT. Takode, posmatrano unutar svakog genotipa susa je doprinela porastu
sorbitola kod WT za 60 % , a kod flacca za oko 34 %. SadrZaj ovog alkohola u rehidratisanim
biljkama kod oba genotipa bio je u rangu optimalno zalivanih biljaka.
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Slika 20. Sadrzaj sorbitola - Sor u listovima divljeg tipa paradajza i flacca mutanta izloZenih susi (D) i
periodu rehidratacije (R) u trajanju od po Sest dana. Odgovarajuce kontrole predstavljene su oznakama Cp i Cg.
Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n=4). Razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu
proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05). Mala slova odnose se na razlike za tretman suSom, dok se
velika slova odnose na razlike u periodu rehidratacije.

4.1.5.  Uticaj suSe na sadrzaj karboksilnih kiselina

Sadrzaj jabuc¢ne i limunske kiseline u listovima WT i flacca mutanta prikazan je u
tabeli 2. U zavisnosti od genotipa, konstitutivna zastupljenost ovih karboksilnih kiselina je
razlic¢ita. Tako je jabucna kiselina zastupljena u vecoj koncentraciji kod biljaka divljeg tipa
(WT) u kontroli (Cp i Cr), dok limunske ima viSe kod flacca. Takode, ova dva genotipa su imala
drugaciji odgovor u akumulaciji ovih kiselina u uslovima suse. Dok je kod divljeg tipa u susi
dosSlo do povecanja u akumulaciji limunske kiselina za oko dva puta, sadrzaj jabucne se
smanjio gotovo za dva puta. Sa druge strane, kod flacca mutanta susa je indukovala povecanje
u koncentraciji jabucne i limunske kiseline za oko 1,5 puta.

Tabela 2. SadrZaj jabucne i limunske kiseline u listovima paradajza divljeg tipa (WT) i flacca
mutanta u susi (D). Odgovarajuce kontrole predstavljene su oznakama Cp. Predstavljene su srednje
vrednosti + SE (n23). Razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka
prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05).

WT flacca
Co D Co D
mg g1 FW
Jabucna kiselina 1,92+ 0,05b 1,05+0,102 1,58+ 0,10b 2,52+0,06¢
Limunska kiselina 0,96 £ 0,03 2 1,79+ 0,03 b 1,67 £ 0,03 ab 2,56 +0,32¢

4.1.6.  Uticaj suSe i rehidratacije na sadrzaj slobodnih aminokiselina

U cilju sagledavanja uticaja stresa suSe na zastupljenost slobodnih aminokiselina u
listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza odreden je njihov sadrZaj primenom HPLC
metode sa fluorescentnom detekcijom, kao i sprektrofotometrijski. Aminokiseline su
analizirane kod optimalno zalivanih, izloZenih susi i rehidratisanih biljaka (slika 7, prilog,
tabela P6). Pokazano je da je sadrzaj ukupnih slobodnih aminokiselina kao i pojedinacnih
promenljiv tokom razvi¢a biljaka kod oba genotipa. Medutim, akumulacija ukupnih
aminokiselina bila je za dva puta veca u listovima flacca u odnosu na WT, bez obzira na vodni
status (slika 21, prilog, tabela P6).
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Sadrzaj najvise zastupljenih aminokiselina, kao i aminokiselina posebno znacajnih za
metabolizam biljaka u suSi prikazan je u okviru ovog poglavlja, dok su vrednosti ostalih
identifikovanih aminokiselina prikazane u tabeli P6 u poglavlju Prilozi.
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Slika 21. Sadrzaj ukupnih aminokiselina u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih
susi (D) i periodu rehidratacije (R) u trajanju od po Sest dana. Odgovarajuce kontrole predstavljene su oznakama
Cp i Cr. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n=4). Razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike
izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05). Mala slova odnose se na razlike za tretman suSom,
dok se velika slova odnose na razlike u periodu rehidratacije.

Aminokiseline koje su bile najzastupljenije kod oba genotipa u svim ispitivanim
tackama jesu asparaginska kiselina (Asp), glutaminska kiselina (Glu) i glutamin (GIn), pri
¢emu su sve tri pokazale konstitutivno visi sadrzaj u flacca za 2 ili 3 puta u odnosu na WT u
kontrolnim uslovima (Cp i Cr) (slika 22). Nakon izlaganja biljaka suSi asparaginska kiselina je
pokazala drugaciji trend u flacca u odnosu na WT. Dok je susSa indukovala povecanje u
akumulaciji Asp kod WT za oko 35%, kod flacca se njen sadrZaj smanjio za 40%. Nakon
rehidratacije kod WT se sadrZaj Asp vratio na kontrolne vrednosti, dok je kod flacca i dalje
pokazivao opadajudi trend (slika 22a). U slucaju glutaminske kiseline i glutamina susa je u oba
genotipa indukovala njihov porast. Tako je kod WT koli¢ina Glu gotovo duplirana, a kod flacca
je uveCana samo za trecinu. Sa druge strane, rehidratacija nije uticala na sadrzaj Glu kod WT,
dok je kod flacca njena koncentracija znacajno opala (slika 22b). Sli¢an trend je dobijen i za
glutamin (GIn), nakon izlaganja susi WT biljke su akumulirale 35% viSe, a kod flacca 44%. Dok
je nakon rehidratacije njegov nivo kod WT postigao kontrolne vrednosti, odnosno kod flacca
je opao za dva puta u odnosu na optimalno zalivane biljke (Slika 22c).

Takode, distribucija ovih aminokiselina znacajno se promenila nakon suSe i
rehidratacije u odnosu na optimalno zalivane biljke. Tako je, nakon suSe procentualna
zastupljenost asparaginske kiseline u ukupnom sadrZaju aminokiselina kod oba genotipa
opala sa 27% na 19% kod WT, odnosno na 11% kod flacca, dok se njena zastupljenost nakon
rehidratacije izjednacila sa udelom Asp kod optimalno zalivanih biljaka. Nakon rehidratacije u
flacca udeo Glu i Gln se smanjio, dok je u WT ostao relativno nepromenjen (slika 26).
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Slika 22. Sadrzaj ukupnih aminokiselina u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih
susi (D) i periodu rehidratacije (R) u trajanju od po Sest dana. Odgovarajuce kontrole predstavljene su oznakama
Cp i Cr. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n=4). Razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike
izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05). Mala slova odnose se na razlike za tretman susom,
dok se velika slova odnose na razlike u periodu rehidratacije.

Pri izlaganju biljaka susi, dolazi do znacajne akumulacije prolina, kao osmotski
aktivnog jedinjenja, te se u ovom radu pristupilo njegovoj analizi. Prolin je aminokiselina na
Ciji sadrZaj u listovima je vodni deficit pokazao najveci efekat. Tako je kod WT sadrZaj prolina
povecan za viSe od 13 puta nakon izlaganja susi, dok je kod flacca to povecanje iznosila oko 10
puta, poredeno sa kontrolom (Cp). Nakon rehidratacije kod WT biljaka, sadrzaj prolina
izjednacio se sa onim kod optimalno zalivanih biljkaka, dok je kod flacca njegov nivo bio
poviSen u odnosu na kontrolu (Cr) tri puta (slika 23).

SuS$a je uticala i na procentualni udeo prolina u ukupnom sadrzaju aminokiselina. Kod
WT u kontrolnim uslovima doprinos prolina u sadrZaju svih aminokiselina iznosio je 5%, dok
je nakon izlaganja susi njegov udeo porastao na 30%. Slican trend uocen je kod flacca, gde se
zastupljenost prolina nakon suSe povecala sedam puta (slika 26). Konstitutivni sadrZaj prolina
tokom razvoja biljaka u optimalnim uslovima bio je relativno ujednacen izmedu genotipova.
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Slika 23. Sadrzaj prolina - Pro u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih susi (D) i
periodu rehidratacije (R) u trajanju od po Sest dana. Odgovarajuce kontrole predstavljene su oznakama Cp i Cg.
Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n=4). Razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu
proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05). Mala slova odnose se na razlike za tretman suSom, dok se
velika slova odnose na razlike u periodu rehidratacije.

Na slikama 24a i 24b prikazane su promene u sadrzaju aminokiselina glicin i serin u
susi, a Ciji se znacaj ogleda u tome Sto su direktno ukljuene u fotorespiraciju. Izmereni
osnovni nivo serina vedi je u flacca za 40% u odnosu na WT biljke, a susa je indukovala
akumulaciju u oba genotipa za 40% u WT, odnosno 30% u flacca. Medutim, nakon
rehidratacije zadrzala se povecana koncentracija ove aminokiseline kod oba genotipa. Sa
druge strane, konstitutuvne razlike u nivou glicina izmedu genotipova zabeleZene su samo u
biljkama nakon 12. dana od pocetka eksperimenta (Cr), ali ne i u Cp, dok je susa indukovala
njegovo smanjenje u flacca. Takode, rehidratacija je uticala na smanjenje koncentracije glicina
u oba genotipa u odnosu na optimalno zalivane biljke. Smanjenje kolic¢ine glicina u flacca
nakon suSe uticalo je na dvostruko smanjenje odnosa glicina i serina u poredenju sa
kontrolnim biljkama. U WT biljkama nakon suSe takode je doSlo do smanjenja odnosa glicina i
serina, ali to se moZe pripisati povecanoj koncentraciji serina pri vodnom deficitu (slika 24c).
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Slika 24. Sadrzaj serina -Ser, glicina - Gly i njihov odnos u listovima divljeg tipa i flacca mutanta
paradajza izloZenih susi (D) i periodu rehidratacije (R) u trajanju od po Sest dana. Odgovarajuc¢e kontrole
predstavljene su oznakama Cp i Cr. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n24). RazliCita slova predstavljaju
statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0.05). Mala slova odnose se na
razlike za tretman suSom, dok se velika slova odnose na razlike u periodu rehidratacije.

Zbog cCinjenice da je asparagin (Asn) znacajan izvor azota koji je neophodan za rastenje
biljaka, posebno je bilo od interesa analizirati kako suSa uti¢e na njegov sadrzaj u listovima
(slika 25). Pokazano je da flacca konstitutivo sadrzi 2 do 3 puta viSe ove aminokiseline nego
divlji tip (WT), dok je suSa u oba genotipa indukovala poveéanu akumulaciju do dva puta.
Uticaj rehidratacije bio je takav da su se vrednosti Asn u WT izjednacile sa kontrolnim, dok je
u flacca bila zabeleZena smanjena akumulacija u odnosu na optimalno zalivane biljke.
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Slika 25. Sadrzaj asparagina - Asn u listovima divljeg i flacca mutanta paradajza izloZenih susi (D) i
periodu rehidratacije (R) u trajanju od po Sest dana. Odgovarajuce kontrole predstavljene su oznakama Cp i Cg.
Predstavljene su srednje vrednosti = SE (n=4). Razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu
proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0.05). Mala slova odnose se na razlike za tretman suSom, dok se
velika slova odnose na razlike u periodu rehidratacije.
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Slika 26. Distribucija slobodnih aminokiselina u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza
izloZenih susi (D) i periodu rehidratacije (R) u trajanju od po Sest dana. Odgovarajuc¢e kontrole predstavljene su
oznakama Cp i Cgr. Predstavljene su srednje vrednosti * SE (n>4).

Primena suSe odrazila se i na sadrzaj manje zastupljenih aminokiselina u listovima
paradajza u oba genotipa (prilog, tabela P6). Aminokiseline razgranatog bo¢nog lanca, leucin
(Leu) i valin (Val) bile su konstitutivno viSe zastupljene u mutantu, nego u divljem tipu, dok je
nivo izoleucina (Ile) bio izjednacen. Nakon izlaganja biljaka vodnom deficitu koncentracija
valina bila je povecana u oba genotipa, dok rehidratacija nije uticala na njegov sadrzaj u WT,
odnosno dovela je do smanjena u flacca. Nivo leucina u WT nakon suSe ostao je nepromenjen,
dok se u flacca mutantu smanjio gotovo dva puta. Izoleucin je pokazao suprotan trend nakon
suSe, u WT se njegov sadrZzaj smanjio 2.5 puta, dok je u flacca uvecan dvostruko. Nakon
rehidratacije u oba genotipa nivo izoleucina bio je izjednacen sa vrednostima dobijenim kod
optimalno zalivanih biljaka. SadrZaj alanina (Ala) ostao je nepromenjen nakon izlaganja susi
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kod oba genotipa, dok se kod rehidratisanih biljaka smanjio u odnosu na kontrolne biljke.
SusSa je direktno uticala na sadrZaj tirozina (Tyr) i kod WT i kod flacce, gde je zabeleZeno
njegovo povecanje za dva puta, dok je u rehidrataciji promena prisutna jedino u flacca gde je
doSlo do smanjenja njegove akumulacije. Na nivo fenilalanina (Phe) susa je uticala samo kod
flacca, gde je doSlo do smanjenja njegovog sadrzaja. UopSeno posmatrajuci ove tri
aminokiseline (Ala, Tyr i Phe) konstitutivno su viSe bile zastupljene u flacca, nego u biljkama
divljeg tipa. Posmatrajuci ornitin, takode se mogu uociti konstitutivne razlike u korist
mutanta, dok je izlaganje susi uticalo na njegovu akumulaciju kod oba genotipa (prilog, tabela
P6).

4.1.7.  Uticaj suSe i rehidratacije na ekspresiju gena odovornih za sintezu ABA
i transdukciju signala

Izlaganje biljaka sus$i indukovalo je ekspresiju NCED1 gena kod oba genotipa, sa
povecanjem ekspresije preko dva puta u odnosu na optimalno zalivane biljke i kod WT (slika
27a), i kod flacca mutanta (slika 27b). Sa druge strane, u rehidratisanim WT biljkama uocava
se povecan nivo ekspresije u odnosu na kontrolne biljke za oko 70%, ali i smanjenje ekspresije
u odnosu na biljke koje su bile izloZene susi za gotovo 20%. Medutim, kod flacca biljaka je
pokazano da je rehidatacija uticala da se ekspresija NCED1 gena izjednaci sa ekspresijom kod
kontrolnih (Cr) biljaka.
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Slika 27. Ekspresija NCED1 gena u listovima divljeg tipa (a) i flacca mutanta (b) paradajza izlozenih susi
(D) i periodu rehidratacije (R) u trajanju od po Sest dana. Odgovarajuée kontrole predstavljene su oznakama Cp i
Cr. Relativna ekspresija gena dobijena je pomoc¢u qRT PCR, normalizovana je na hauskiping gen i izracunata u
odnosu na WT start kontrolu. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n>4). Zvezdice predstavljaju statisticki
znacajne razlike izmedu kontrole Cp i biljaka u susi (D), odnosno kontrole Cr i rehidratisanih biljaka (R), kao i
izmedu D i R biljaka unutar svakog genotipa prema Welch t-testu (* p < 0,05, ** p < 0,01).

[zlaganje biljaka jednom ciklusu suSe nije indukovalo povecanje ekspresije PP2C gena u
listovima WT biljaka, te su vrednosti ostale sli¢ne kao i kod kontrolnih biljaka. Ovakav trend je
zadrzan i kod rehidratisanih biljaka (28a). Sa druge strane, u flacca mutantu susa je
indukovala povecanje ekspresije PP2C gena (¢iji se nivo nakon rehidratacije izjednacava sa
nivoom ekspresije kao kod optimalno zalivanih Cr biljaka (28b).
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Slika 28. Ekspresija PP2C gena u listovima divljeg tipa (a) i flacca mutanta (b) paradajza izloZenih susi
(D) i periodu rehidratacije (R) u trajanju od po Sest dana. Odgovarajuce kontrole predstavljene su oznakama Cp i
Cr. Relativna ekspresija gena dobijena je pomoc¢u qRT PCR, normalizovana je na hauskiping gen i izracunata u
odnosu na WT start kontrolu. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n24). Zvezdice predstavljaju statisticki
znacajne razlike izmedu kontrole Cp i biljaka u susi (D), odnosno kontrole Cr i rehidratisanih biljaka (R), kao i
izmedu D i R biljaka unutar svakog genotipa prema Welch t-testu (* p < 0,05, **p < 0,01).

4.2. Uticaj tri ciklusa suSe na morfoloske i metabolicke promene kod
divljeg tipa paradajza i flacca mutanta gajenih na
800 pmol m2 s-1

Nakon $to su u prvom delu istraZzivanja praceni efekti koji nastaju primenom jednog
cilusa suSe kod divljeg tipa i flacca mutanta pri svetlosti intenziteta 250 pmol m2 s-1, u ovom
delu analizirani su uticaji tri ciklusa suSe pri viSem intenzitetu (800 umol m2 s'1) svetlosti na
rastenje i razvice biljaka, pra¢enjem statusa fizioloSkih procesa preko: sadrZaja apscisinske
kiseline, provodljivosti stoma, ukupnog vodnog potencijala, pH ksilemskog soka, sadrzaja
metabolita (aminokiseline prolin i pojedinih ugljenih hidrata) i ekspresije gena uklju¢enih kao
odgovor na stres izazvan deficitom vode u zemljiStu. U okviru ovog poglavlja nalaze se
rezultati analize konstituenata Celijskog zida u listovima kod oba genotipa nakon produZenog
oporavka posle prvog ciklusa suse i nakon treceg ciklusa suse.

4.2.1. Efekti primene tri ciklusa suSe na sadrzaj ABA

Kao i u prvom delu istraZivanja, i ovde je pokazano da flacca mutant sadrzi niZi sadrzaj
ABA u odnosu na WT (slika 29, prilog, tabela P8, efekat genotipa p = 0,00000). Tokom ¢itavog
vegetativnog perioda sadrzaj ABA u flacca bio je nizi za 20-30% u odnosu na svoju roditeljsku
liniju Ailsa Craig. Izlaganje biljaka prvom ciklusu suSe, u trajanju od Sest dana (do postizanja
11% SWC), indukovao je povecanje u sadrZaju ovog hormona za 65% kod WT, odnosno za
15% kod flacca. Svaki slede¢i ciklus suSe imao je slican trend akumulacije ABA kod oba
genotipa. Nakon drugog ciklusa suSe sadrzaj ABA u WT listovima uvecao se za 57%, odnosno
za 39% kod flacca, dok je treci ciklus indukovao ovo povecanje ABA kod WT za 43% i 20 %
kod flacca. Kod biljaka sve tri ponovljene suSe bile su pra¢ene periodima rehidratacije, u
kojima je nivo ABA vracen na nivo kontrolnih vrednosti kod WT, dok je to kod flacca
postignuto samo nakon drugog i treceg ciklusa.
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Slika 29. Sadrzaj ABA u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih trima ciklusima suse
(D) pracenih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim biljakama (C).
Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n>7). Razli¢ita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu
proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05).

4.2.2.  Efekti primene tri ciklusa suSe na provodljivost stoma

Pri optimalnom sadrzaju vode u zemljiStu, provodljivost stoma kod flacca mutanta bila
je znacajno vecéa u odnosu na WT, tokom celokupnog vremena trajanja eksperimenta (slika
30). Najveca razlika u stomatalnoj provodljivosti izmedu genotipova primecena je u periodu
treceg, a najmanja za vreme drugog ciklusa suSe (prilog, tabela P8). Kod WT biljaka izlaganje
susi uticalo je na smanjenje provodljivosti stoma, pri ¢emu se primecuje da su dobijene
vrednosti bile obrnuto proporcionalne sadrZaju ABA. Ova pojava bila je najviSe izrazena u
trecem ciklusu suSe. Mnogo manja promena u provodljivosti stoma izazvanih suSom
zabeleZena je kod mutanta u drugom i trecem ciklusu suSe. Medutim, primecuje se da su
stome ostvarile najveci stepen zatvaranja tokom prvog perioda rehidratacije, narocito kod
flacca. Tokom drugog i treCeg perioda rehidratacije kod WT i flacca provodljivost stoma
vratila se na nivo koji odgovara vrednostima koje su dobijene za kontrolne biljake.
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Slika 30. Provodljivost stoma - gs u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih trima
ciklusima suse (D) pra¢enih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim biljakama
(C). Predstavljene su srednje vrednosti + SE (nx7). Razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike
izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05).
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4.2.3.  Efekti primene tri ciklusa susSe na ukupni vodni potencijal

Na slici 31. prikazane su vrednosti ukupnog vodnog potencijala (/) izmerenog na
listovima biljaka kod WT i flacca. Kod optimalno zalivanih biljaka nisu uocene razlike u
ukupnom vodnom potencijalu izmedu WT i flacca mutanta, ali se primecuje da su WT biljke
pri izlaganju prvoj susi dostigle niZe vrednosti Y nego flacca. Tokom dva naredna ciklusa suse
kod listova oba genotipa doSlo je do opadanja ukupnog vodnog potencijala, pri ¢emu je niza
vrednost dobijena kod flacca. Nakon perioda rehidratacije u trajanju od tri dana vrednosti
vodnog potencijala izjednacile su se sa kontrolnim samo u prvom ciklusu suSe, dok nakon
drugog i tre¢eg perioda ukupni vodni potencijal teZi da dostigne kontrolne vrednosti.
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Slika 31. Ukupni vodni potencijal - { u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih trima
ciklusima suse (D) pracenih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim biljakama
(C). Predstavljene su srednje vrednosti * SE (n27). Razli¢ita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike
izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0.05).

4.2.4.  Uticaj primene tri ciklusa suSe na promenu pH ksilemskog soka

pH vrednosti ksilemskog soka dobijenog iz lisne drSke za oba genotipa paradajza
prikazane su na slici 32. Prilikom izlaganja biljaka susi, pH vrednost ksilema kod oba genotipa
bila je alkalnija u odnosu na kontrolne biljke, dok su biljke nakon rehidratacije imale
vrednosti slicne kontrolnim. Ovakav obrazac alkalizacije i vra¢anja na kontrolne pH vrednosti
ponovio se u sva tri ciklusa suse kod WT, dok kod flacca je doSlo do odstupanja od ovog
trenda u drugom ciklusu (slika 32).
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Slika 32. pH vrednost ksilemskog soka u lisnoj drsci biljaka divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih
trima ciklusima suse (D) pracenih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim
biljakama (C). Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n27). Razlic¢ita slova predstavljaju statisticki znacajne
razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0.05).

4.2.5.  Uticaj primene tri ciklusa suSe na sadrzaj prolina

[zlaganje biljaka susi indukovalo je akumulaciju prolina kod oba genotipa, pri ¢emu je u
mnogo veCem stepenu to povecanje izrazeno kod WT biljaka. SadrZaj prolina u WT povecao se
25 puta u odnosu na optimalno zalivane biljke, dok je u flacca mutantu to povecanje iznosilo
vise od 5 puta. Nakon rehidratacije vrednosti prolina su bile slicne onima kod kontrolnih
biljaka kod oba genotipa. U druga dva ciklusa suse, vrednosti sadrZaja prolina nisu se znacajno
razlikovale od kontrolnih vrednosti. Kao pri delovanju manjeg intenziteta svetlosti, tako i
ovde pri veCem intenzitetu svetlosti ne postoje konstitutivne razlike u sadrzaju prolina
izmedu WT i flacca koje se nalaze u zemljistu sa optimalnim sadrZajem vode (slika 33).
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Slika 33. Sadrzaj prolina -Pro u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih trima
ciklusima suse (D) prac¢enih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim biljakama
(C). Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n>7). RazliCita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike
izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05).

4.2.6.  Uticaj tri ciklusa suSe na sadrzaj rastvornih ugljenih hidrata

Na slici 34 nalazi se sumarni prikaz sadrzaja glukoze, fruktoze i saharoze u listovima
divljeg tipa i flacca. Na pocetku eksperimenta uocene su konstitutivne razlike u sadrZaju ovih
ugljenih hidrata, gde se primecuje da je njihova akumulacija 1,5 puta ve¢a u WT nego u flacca
biljkama. Sa odmicanjem faze razvoja kod biljaka te razlike se gube izmedu genotipova, ali se
smanjuje i sadrzaj ova tri Se¢era u WT kontrolnim biljkama, dok je u flacca njihova vrednost
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sve vreme konstantna. Sa druge strane, izlaganje WT biljaka susi u prvom ciklusu nije uticalo
na promenu u sadrZaju ova tri ugljena hidrata, dok se u drugom i tre¢em ciklusu uocava blagi
trend porasta u korist biljaka koje su bile pod uticajem stresa (prilog, tabela P8). U flacca
mutantu nijedan ciklus suse, kao ni rehidratacija nije imala znacajniji uticaj na promenu
sadrZaja ovih ugljenih hidrata (slika 34).
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Slika 34. Ukupni sadrzaj glukoze, fruktoze i saharoze u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza
izlozenih trima ciklusima suSe (D) pracenih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno
zalivanim biljakama (C). Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n>7). Razli¢ita slova predstavljaju statisticki
znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05).

Pri gajenju biljaka na viSem intenzitetu svetlosti sadrZaj sorbitola bio je konstitutivno
vi$i u WT u odnosu na flacca mutant, kako u kontrolnim, tako i u uslovima stresa suse u sva tri
ciklusa. Takode, povecani nivo sorbitola kod WT u odnosu na flacca uocen je i kod
rehidratisanih biljaka. Susa nije znacajno indukovala akumulaciju sorbitola u oba genotipa, a
nisu primecene znacajne promene u rehidratisanim biljkama u odnosu na kontrolne biljke
kod oba genotipa (slika 35).
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Slika 35. SadrZaj sorbitola u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih trima ciklusima
suSe (D) pracenih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim biljakama (C).
Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n=7). RazliCita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu
proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05).

4.2.7.  Konstitutivne razlike u sadrZaju fenolnih jedinjenja izmedu divljeg tipa
i flacca mutanta

U tabeli 3 prikazane su vrednosti fenolnih jedinjenja izmerenih u listovima biljaka WT
i flacca mutanta koje su gajene na svetlosti intenziteta 800 pumol m-2 s-1. UopSeno posmatrano,
primecuju se Kkonstitutivne razlike u svim ovde prikazanim klasama fenolnih jedinjenja. U
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okviru grupe jedinjenja hidroksibenzoevih kiselina (HBA) uocCava se njihova smanjena
akumulacija u flacca za oko tri puta u odnosu na WT (HBA i siringinska kiselina). Sa druge
strane, hidroksicimetne kiseline (HCA) pokazale su razliCiti trend akumulacije kod oba
genotipa. Tako je pokazano da je sadrzaj hlorogene kiseline (CGA) i njenih derivata dva puta
ve¢i u WT biljkama, nego u flacca, dok je sadrzaj kafeinske kiseline (CA) tri puta ve¢i u WT,
nego u mutantu. Medutim, nisu primecene razlike u sadrzaju p-kumarne kiseline (p-CA) i
ferulinske kiseline (FA) i njihovih derivata izmedu ova dva genotipa. Sto se ti¢e flavon-3-ola,
nisu uocene konstitutivne razlike izmedu WT i flacca u sadrZaju kampferola (K), dok je
sadrzaj kvercetina (Q) viSe od dva puta ve¢i u WT, nego u flacca. Gajenje biljaka na intenzitetu
ove svetlosti indukovalo je tri puta manju akumulaciju antocijana cijanidina (Cy) u flacca,
nego u WT.

Tabela 3. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u listovima WT i flacca mutanta
paradajza.Predstavljene su srednje vrednosti * SE (nz7). Zvezdice predstavljaju
statisticki znacajne razlike izmedu WT i flacca prema Studentovom t-testu (* p < 0,05,
***p<0,001).

Fenolno jedinjenje

(ug/g FW) wr flacca
HBA
hidroksibenzoeve kiseline (HBA) 0,383 £ 0,019 0,131 + 0,027 ***
siringinska kiselina (SyA) 0,350+ 0,013 0,120 + 0,025 ***
HBA derivati 0,154 + 0,041 0,164 + 0,040
HCA
hlorogena kiselina (CGA) 0,086 + 0,012 0,042 + 0,009 *
p-kumarna kiselina (p-CA) 0,002 + 0,001 0,005 + 0,002
kafeinska kiselina (CA) 0,038+ 0,003 0,012 + 0,003 ***
ferulinska kiselina (FA) 0,007 £ 0,001 0,004 + 0,001
flavon-3-oli
kvercetin (Q) 0,018 + 0,001 0,008 + 0,002 ***
kampferol (K) 0,0016 + 0,0004 0,0010 £ 0,0002
antocijani
cijanidin (Cy) 0,0010 + 0,0001 0,0003 + 0,00007 *

4.2.8. Uticaj tri ciklusa suSe na ekspresiju gena odovornih za sintezu ABA i
transdukciju signala

[zlaganje biljaka suSi u sva tri ciklusa indukovalo je poviSenu ekspresiju NCED1 gena
kod oba genotipa, pri ¢emu je taj nivo ekspresije bio mnogo viSe izrazen kod WT biljaka, nego
kod flacca mutanta (slika 36). NajizraZenije vrednosti za eksresiju NCED1 kod WT dobijene su
u suSi u tre¢em ciklusu, gde su dobijene vrednosti relativne ekspresije bile Cetiri puta vece
nego u kontrolnim biljkama u prvom ciklusu. Takode, progresivni porast ekspresije NCED1
gena u rehidratisanim biljkama u svakom sledec¢em ciklusu suSe zabeleZen je kod WT biljaka,
ali ne i kod flacca mutanta (slika 36).
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Slika 36. Ekspresija NCED1 gena u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih trima
ciklusima suse (D) pracenih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim biljakama
(C). Relativna ekspresija gena dobijena je pomoc¢u qRT PCR, normalizovana na hauskiping gen i izracunata u
odnosu na WT start kontrolu. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n24). Zvezdice predstavljaju statisticki
znacajne razlike izmedu kontrola, biljaka u susi i rehidratisanih biljaka unutar svakog genotipa i u svakom
ciklusu pojedina¢no prema Welch t-testu (* p < 0,05, ** p < 0,01).

Ekspresija PP2C gena kod WT je povecana jedino u rehidratisanim biljkama u svakom
ciklusu u odnosu na susu i optimalno zalivane biljke. Sa druge strane, nisu uocene razlike u
nivou ekspresije PP2C izmedu kontrolnih i biljaka u susi. Kod mutanta u prvom i tre¢em
ciklusu se primecuje povecana ekspresija PP2C u rehidratisanim biljkama u odnosu na biljke
iz suSe, dok u drugom ciklusu uocava se sniZena eksresija kod rehidratisanih u odnosu na
biljke na koje je delovao stres suse (slika 37).
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Slika 37. Ekspresija PP2C gena u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih trima
ciklusima suSe (D) pracenih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim
biljakama (C). Relativna ekspresija gena dobijena je pomoc¢u qRT PCR, normalizovana na hauskiping gen i
izraCunata u odnosu na WT start kontrolu. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n24). Zvezdice
predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu kontrola, biljaka u susi i rehidratisanih biljaka unutar svakog
genotipa i u svakom ciklusu pojedinacno prema Welch t-testu (* p < 0,05, ** p < 0,01).
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4.2.9.

4.2.9.1.

Produzeni oporavak nakon jednog i tri ciklusa suse

Efekat produZenog oporavka nakon prve suSe i oporavka nakon trece suSe na
parametre rasta kod divljeg tipa paradajza i flacca mutanta gajenih na svetlosti

intenziteta 800 pmol m2 s-1

koje su bile izloZene delovanju tri ciklusa suse (R3).

Ako se posmatra kao izolovani dogadaj, vodni deficit koji je bio pra¢en rehidratacijom
narednih 15 dana uticao je na porast sveZe mase i lisne povrSine kod oba genotipa, ali sa

U cilju ispitivanja efekta ponovljenih ciklusa suSe i produzenog oporavka na rastenje
biljaka i razvijanje kratkotrajne memorije, u ovom delu eksperimentalnog rada su praceni
morfoloski paramentri na kraju vegetativne faze kod tri grupe biljaka. Prvu grupu ¢inile su
kontrolne biljke (C) koje su optimalno zalivane tokom tajanja eksperimenta. U drugoj grupi
nalazile su se biljke koje su bile izloZene samo jednom ciklusu suse, a zatim su optimalno
zalivane u narednih 15 dana do kraja eksperimenta (R1). U trecoj grupi nalazile su se biljke

vecim efektom kod flacca mutanta, nego kod biljaka divljeg tipa (tabela 4).

Tabela 4. Sveza (FW) i suva masa (DW) listova, stabala i celih biljaka, lisna povrsina (LA) i
specificna lisna povrsina (SLA) kod WT i flacca mutanta paradajza na kraju eksperimenta.
R1 predstavlja biljke koje su bile izloZene jednom ciklusu suse, a zatim optimalno zalivane
narednih 15 dana. Rz oznacava oporavljene biljke na kraju treceg ciklusa susSe, dok C
oznacava kontrolne biljke. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n24). Razli¢ita slova
predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu

(p = 0,05) za svaki genotip pojedinacno u svakom ciklusu.

WT
C R1 R3

Listovi FW (g) 31,86+0,94b 40,75+197 c 19,89 +1,63 a
Stablo FW (g) 26,14 + 0,59 ab 23,84 +2,63a 33,47+1,65b
Cela biljka FW (g) 58,01 £1,53a 64,59 £ 4,60 a 53,37+3,3a

Listovi DW (g) 2,08+0,02b 2,36+0,05c 1,63+0,07 a
Stablo DW (g) 2,10+0,06a 2,17+0,30a 1,70+0,19 a
Cela biljka DW (g) 578+0,11ab 6,09+041b 4,50+0,36a
LA (cm?) 1019,9+63,1ab 11379+59b 880,8+139a
SLA (cm2 g1 DW) 490,6 + 26,8 a 483,2+77a 541,5+16,1a

flacca
C R1 R3

Listovi FW (g) 27,26 £ 0,63 a 38,49 +2,07b 27,08 3,69 a
Stablo FW (g) 15,84 £ 0,60 b 15,55+ 0,71 ab 13,01+0,50a
Cela biljka FW (g) 43,10+ 0,1ab 54,1+1,6b 40,1+42a

Listovi DW (g) 1,13+0,01a 2,23+0,01b 1,97+0,16b
Stablo DW (g) 1,05+£0,02a 1,56+0,01b 0,88+0,09a
Cela biljka DW (g) 291+0,01a 528+0,02b 4,16+ 0,46b
LA (cm?) 630,1+3,8a 963,9+8,7b 544,1+41,7a
SLA (cm? gt DW) 557,7+38c¢ 433,1+3,2b 276,7+1,1a
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Povecanje sveZe mase bilo je praceno i sa dva puta poveanom suvom masom kod
flacca, kao i redukcijom SLA za 30%, dok kod WT te promene nisu uocene. Takode, kod flacca
mutanta u tretmanu Ri zabeleZen je i porast suve mase stabljika za 40%. Kod flacca koje su
iskusile tri ciklusa suSe vrednosti za svezu masu listova, kao i cele biljke bile su sli¢ne
vrednostima kod kontrolnih biljaka, dok su suve mase listova i celih biljaka bile uvecane
gotovo dva puta u odnosu na kontrolu. Medutim, na racun povecanja suve mase listova doslo
je do smanjenja SLA za polovinu u odnosu na optimalno zalivane biljke. Uporedujué¢i odnos
suve mase za tretman R i R3 kod flacca primecuje se blagi porast u korist Ry, Sto je praceno i
vecom SLA. WT biljke nakon tri ciklusa suse imale su smanjenu masu listova, ali i blagi porast
sveze biomase u odnosu na Ci R1 (tabela 4).

4.29.2.  Efekat produZenog opravka nakon prve i treCe suSe na sastav cCelijskog zida kod
divljeg tipa paradajza i flacca mutanta

Sastav celijskih zidova listova WT i flacca mutanta paradajza u C, R1 i R3 tretmanu
analiziran je primenom FTIR spektroskopije i to u opsegu od 800 - 1800 cm-! (slika 38). Trake
koje su karakteristicne za celulozu, kao Sto je simetricna CH: vibracija na 1370 cm,
deformaciona CH? klanjaju¢a na 1317 cm-1, 0-C-0 asimetric¢na isteZuca glikozilna vibracija na
1151 cm? i C-0 isteZuca vibracija na 1105 cm'! pronadene su u svim uzorcima celijskih
zidova. U uzorcima su detekotvane i sledece trake na: 1735 cm-! (C =0 istezuca vibracija od
alkil estara), 1635 cm1 (COO- antisimetricna isteZuc¢a vibracija od poligalakturonskih
kiselina), 1420 cm (COO istezuca), 1240 cm! (C-O istezuca) i one su karakteristicne za
pektine, dok su trake na 1517 cm-! karakteristicne za lignin. Detektovane su i trake na 1147
cm! (0-C-0 asimetri¢na istezZuca vibracija vezana za glikozilne ostatke) i 1071 cm1 (C-O i C-
C istezuca) koje su tipicne za ksiloglukane, dok je traka na 896 cm-l karakteristicna za
celulozu, hemicelulozu i pektin.
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Slika 38. FTIR spektri celijskih zidova A) WT i B) flacca (FIc) listova paradajza na kraju eksperimenta.
R1 predstavlja biljke koje su bile izloZene jednom ciklusu suse a zatim optimalno zalivane narednih 15 dana. R3
predstavlja biljke koje su 3 dana oporavljena nakon 3 ciklusa suse, dok C predstavlja kontrolne biljke.

Rezultati koji su dobijeni FTIR spektroskopijom, a koji govore o uticaju prolongiranog
oporavka nakon jednog, odnosno tri ciklusa suse na sadrZaj pojedinih komponenti ¢elijskog
zida u listovima WT i flacca mutanta paradajza analizirani su pomocu analize glavnih
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komponenata (PCA). PCA je primenjena u analizi spektralnih regiona u opsegu
800 -1800 cm'l, gde je prva komponenta PC1 obuhvatala 72%, a druga PC2 je obuhvatala
25% od ukupnog varijabiliteta (slike 39 i 40). Kumulativna varijansa je objasSnjena pomocu
prve dve komponente i iznosila je 97%. PC1 negativno je korelirala sa slede¢im talasnim
brojevima: 1031 cm1, 1098 cm, 1239 cm, 1321 cm, 1533 cm! and 1635 cml. PC2 je
pozitivno korelisala sa talasnim brojevima 928 cm-, 1022 cm-, 1080 cm1, 1151 cm, a
negativno sa 1540 cm1i 1653 cm L. Na osnovu vrednosti skorova i doprinosa u PC2 pokazano
je da apsorpcione trake karakteristicne za celulozu i ksilogukan su najintenzivnije kod WT u
R1 tretmanu, u poredenju sa WT u R3 i odgovaraju¢om kontrolom. Sa druge strane, intenziteti
traka na 1540 cm'1i 1635 cm! (asignacija za pektin i proteine) negativno su korelirali sa PC2.
Na osnovu rezultata i doprinosa za PC1, trake karakteristicne za celulozu, pektin i lignin bile
su najdominantnije kod flacca u R3 tretmanu, a manje kod kontrolnih biljaka. Na osnovu
dobijenih rezultata primecuje se da flacca biljke nakon tri ciklusa suSe imaju poviSeni nivo
celuloze, pektina i lignina u odnosu na R1 tretman i kontrolne biljke.

Na osnovu analize FTIR spektara moZe se primetiti da sadrzaj pektina u biljkama
divljeg tipa ostaje nepromenjen nakon produZenog oporavka, odnosno tri ciklusa suSe. Sa
druge strane, kod flacca je suSa uzrokovala akumulaciju pektina, pre svega u listovima biljaka
nakon tri ciklusa suSe. Kod WT biljaka relativni intenzitet traka karakteristi¢nih za celulozu i
ksiloglukan bio je najveci u uzorcima iz produZenog oporavka, a takode, bio je povisen i u
biljkama nakon tri susne epizode u odnosu na kontrolne biljke. Nasuprot tome, kod flacca
biljaka tri ciklusa suSe uzrokovala su najveéu akumulaciju celuloze, hemiceluloze i
klisoglukana, dok je u produZenom oporavku uocen njihov blagi porast u odnosu na kontrolne
biljke.
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Slika 39. Graficki prikaz opterecenja (eng. loading) za prve dve komponente dobijene analizom FTIR
spektara u regionu 800-1800 cm~! za uzorke listova paradajza.
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Slika 40. Graficki prikaz skorova za prve dve komponente dobijene analizom FTIR spektara u regionu 800-1800
cm-! za uzorke listova paradajza.

4.3. Uticaj razlicitog intenziteta svetlosti i ciklusa suSe na fizioloske i
metabolicke promene kod divljeg tipa paradajza i flacca mutanta

U ovom poglavlju pristupilo se analizi rezultata sa ciljem ispitivanja da li ciklusi suSe
praceni rehidratacijom dovode do pojave kratkotrajne memorije na razli¢itim intenzitetima
svetlosti. S tim u vezi analiziran je sadrzaj ukupnog askorbata i njegovo redoks stanje kod
biljaka koje su iskusile tri ciklusa suSe, a koje su gajene pri intezitetima svetlosti od
250 pmol m2 s1 i 800 umol m2 s1. [zmedu ostalog, uradena je i analiza nekodiraju¢ih RNK
fragmenata (nkRNK) veli¢ine 30-300 nukleotida, radi pracenja uticaja svetlosti i ponovljene
suSe na njihov profil kod ova dva genotipa.

Takode, u okviru ovog poglavlja prikazane su vrednosti sadrzZaja hlorofila,
epidermalnih flavonoida, antocijana, kao i azotni indeks (NBI) izmeren na listovima oba
genotipa.

4.3.1.  Efekat razlicitog inteziteta svetlosti i ciklusa suSe na sadrzaj ukupnog
akorbata i njegovo redoks stanje u listovima paradajza

Na slikama 41 i 42 prikazane su vrednosti ukupnog askorbata i njegovo redoks stanje
kod biljaka divljeg tipa i flacca mutanta koje su bile izlagane trima ciklusima suSe na
intenzitetu svetlosti 250 umol m-2 s-1. Primecuje se da u WT biljkama stres suSe nije doveo do
akumulacije ukupnog askorbata kod biljkama u prva dva ciklusa, odnosno ne postoje
statisticki znacCajne promene u njegovoj koncentraciji izmedu kontrolnih, biljaka nakon suse i
rehidratisanih biljaka. Medutim, u tre¢em ciklusu stres suSe je izazvao smanjenje ukupnog
askorbata u odnosu na kontrolu, dok je rehidratacija indukovala njegovu povecanu
akumulaciju (slika 41). Dok u prvom ciklusu suse nema promena u redoks stanju askorbata

kod WT, u drugom se primecCuje njegovo blago opadanje u odnosu na Kkontrolne i
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rehidratisane biljke, ali bez statisticke znacajnosti. Sa druge strane, u treCem ciklusu suse
vrednost za redoks stanje askorbata u rehidratisanim biljkama znacajno opada u odnosu na
kontrolne i biljke u susi, Sto ukazuje na povecane vrednosti oksidovanog askrobata (slika 42).

U flacca mutantu konstitutivni nivo ukupnog askorbata slican je onom koji je dobijen
kod WT optimalno zalivanih biljaka u sva tri ciklusa. Medutim, primecuje se blago opadanje
njegovog sadrzaja kod biljaka u suSi, narocito u tre¢em ciklusu, dok su nivoi askorbata kod
rehidratisanih biljaka ujednaceni sa kontrolnim vrednostima (slika 41). Povecano redoks
stanje askorbata kod biljaka u suSi uocCava se samo u prvom ciklusu, dok kod ostala dva
ciklusa nema bitnijih promena u odnosu na kontrolne i rehidratisane biljke (slika 42).
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Slika 41. Sadrzaj ukupnog aksorbata u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih trima
ciklusima suse (D) pra¢enih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim biljakama
(C) gajenim na intenzitetu svetlosti 250 umol m2 s'L. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n>7). Razlicita
slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0.05).
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Slika 42. Redoks stanje askorbata u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih trima
ciklusima suse (D) prac¢enih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim biljakama
(C) gajenim na intenzitetu svetlosti 250 pmol m2 s'1. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n27). Razlic¢ita
slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0.05).

Prilikom gajenja biljaka na svetlosti intenziteta 800 pmol m2 s sadrZaj ukupnog
askorbata kod biljaka u suSi u sva tri ciklusa bio je poviSen jedino kod flacca mutanta, dok je u
WT bio nepromenjen (slika 43). Kod mutanta je najveéi zabeleZeni porast askorbata
indukovan suSom u prvom ciklusu, a pracen je najve¢im padom tokom rehidratacije. Sa druge
strane, u sledeca dva ciklusa suSe, nivo ukupnog askorbata u rehidratisanim biljkama bio je
veoma slican nivou kao kod biljaka u susi, odnosno nije opao na kontrolne vrednosti. Nivo
askorbata kod WT biljaka nakon rehidratacije bio je znacajno povec¢an u odnosu na susu i
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kontrolu u drugom i tre¢em ciklusu, dok je u prvom bio slican kontrolnim i vrednostima za
suSu (Cp). U svakom ciklusu vrednosti askorbata izmedu WT i mutanta su imale drugaciji
trend. U prvom ciklusu suSe konstitutivne vrednosti askorbata izmedu genotipova nisu se
razlikovale, dok su u drugom i trecem ciklusu bile sniZene kod flacca za 30-50% u odnosu na
WT (slika 43). Redoks stanje askorbata u WT biljkama bilo je nepromenjeno u sva tri ciklusa,
dok se kod flacca uocava njegovo opadanje u suSi tokom sva tri ciklusa, a u odnosu na
kontrolne i rehidratisane biljke (slika 44).
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Slika 43. Sadrzaj ukupnog aksorbata u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih trima
ciklusima suse (D) pracenih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim biljakama
(C) gajenim na intenzitetu svetlosti 800 pmol m2 s'L. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n>7). Razlicita
slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0.05).
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Slika 44. SadrZaj ukupnog aksorbata i njegovo redoks stanje u listovima divljeg tipa i flacca mutanta
paradajza izloZenih trima ciklusima suse (D) pracenih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u
optimalno zalivanim biljakama (C) gajenim na intenzitetu svetlosti 800 pmol m2 s'1. Predstavljene su srednje
vrednosti + SE (n>7). Razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD
post hoc testu (p < 0.05).

4.3.2.  Efekat razlicitiog inteziteta svetlosti i ciklusa suSe na sadrZaj hlorofila u
listovima paradajza

[zlaganje biljaka oba genotipa ciklusima suSe pri intenzitetu svetlosti 250 pmol m2 s-1
nije uticalo na sadzZaj hlorofila u listovima (slika 45). Takode, nisu primecene ni konstitutivne
razlike u sadrzaju hlorofila izmedu divljeg tipa i flacca mutanta kod optimalno zalivanih
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biljaka tokom trajanja eksprimenta. Jedina promena u nivou hlorofila koja se uocava je kod
WT u trecem ciklusu, gde biljke pokazuju neznatno viSe vrednosti u odnosu na one iz prve i
druge suSe. Takode, nivo hlorofila kod rehidratisanih biljka se povecava sa slede¢im ciklusom
(prilog, tabela P11). Sa druge strane, nivo hlorofila kod flacca odrZava se konstantnim tokom
sva tri ciklusa kod svim tretmanima.
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Slika 45. Sadrzaj hlorofila u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih trima ciklusima
suse (D) pracenih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim biljakama (C)
gajenim na intenzitetu svetlosti 250 pmol m2 s-1. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n2>7). Razlilita slova
predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0.05).

Prilikom izlaganja biljaka ciklusima susSe na intenzitetu svetlosti 800 pmol m2 s-1 nivo
hlorofila je bio sli¢an izmedu biljaka divljeg tipa i flacca mutanta (slika 46). Sto se tice WT
biljaka, najznacajnija promena uocava se u drugom ciklusu gde biljke nakon suSe i
rehidratacije imaju 30 i 40% veci sadrzaj hlorofila, u odnosu na onaj kod kontrolnih biljaka.
Kod flacca u prvom i tre¢em ciklusu suse uocava se blago povecanje sadrZaja hlorofila u susi, a
u odnosu na kontrolne i rehidratisane biljke.
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Slika 46. SadrZaj hlorofila u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih trima ciklusima suse (D)
pracenih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim biljakama (C) gajenim na
intenzitetu svetlosti 800 umol m-2 s-1. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n>7). Razlic¢ita slova predstavljaju
statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0.05).

4.3.3. Efekat razli¢itiog inteziteta svetlosti i ciklusa suSe na sadrZaj
epidermalnih flavonoida

Na slici 47 prikazan je sadrZaj epidermalnih flavonoida u listovima divljeg tipa
paradajza i flacca mutanta gajenih na intenzitetu svetlosti 250 pmol m2 s-1. Kod optimalno
zalivanih biljaka primecuje se veli sadrZzaj epidermalnih flavonoida u listovima flacca u
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odnosu na WT (prilog, efekat genotipa p = 0,0452). Takode, uocavaju se razlike u akumulaciji
epidermalnih flavonoida u susi izmedu genotipova. Kod flacca u prvoj i trecoj susi postignuta
je veca akumulacija nego kod WT, dok se u drugoj suSi ne uoCavaju promene. Takode,
rehidratacija je izazvala promene u sadrZaju epidermalnih flavonoida izmedu genotipova
samo u prvom i tre¢em ciklusu (prilog, tabela P12, efekat tretmana p = 0,000509).
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Slika 47. Sadrzaj epidermalnih flavonoida u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izlozenih
trima ciklusima suSe (D) pracenih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim
biljakama (C) gajenim na intenzitetu svetlosti 250 umol m-2 s-1. Predstavljene su srednje vrednosti * SE (n>7).
Razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu

(p <0.05).

Kod biljaka gajenih pri intenzitetu svetlosti 800 pmol m=2 s ne uocavaju se
konstitutivne razlike izmedu genotipova u kontrolnim uslovima (slika 48). Medutim, u sva tri
ciklusa suSe kod WT, odnosno u prvom i trecem ciklusu kod flacca mutanta uocava se blago
opadanje u akumulacija epidermalnih flavonoida u odnosu na odgovarajuce kontrole (prilog,
tabela P12, efekat tretmana p = 0,0227). Nakon rehidratacije, do opadanja u sadrZaju
epidermalnih flavonoida kod WT dolazi u prvom i drugom ciklusu, a do povecanja u odnosu
na kontrolu i su$u u tre¢em ciklusu. Sto se ti¢e flacca, rehidratacija nije bitno promenila
akumulaciju epidermalnih flavonoida u odnosu na biljke koje su bile izloZene susi (slika 48).
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Slika 48. Sadrzaj epidermalnih flavonoida u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih
trima ciklusima suSe (D) pracenih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim
biljakama (C) gajenim na intenzitetu svetlosti 800 pmol m-2 s-1. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n=7).
Razlic¢ita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu

(p £0.05).
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43.4. Efekat razliCitiog inteziteta svetlosti i ciklusa suSe na azotni indeks
(NBI)

Azotni indeks kod optimalno zalivanih biljaka menjao se kod oba genotipa tokom
vegetativnog razvoja pri intenzitetu svetlosti 250 umol m2 s (slika 49). Tako NBI u
kontrolnim uslovima u prvom i tre¢em ciklusu kod WT pokazuje slicne vrednosti, dok su u
drugom ciklusu te vrednosti blago povisene (prilog, tabela P14, efekat ciklusa p=0,000008).
Kod optimalno zalivanih flacca biljaka uocava se blagi porast azotnog indeksa u drugom kao i
blagi pad u tre¢em, u odnosu na biljke iz prvog, odnosno prvog i drugog ciklusa. Efekat
tretmana suSe kod WT biljaka primetan je samo u trecem ciklusu gde dolazi do porasta
vrednosti NBI, dok je rehidratacija pozitivno dejstvo iskazala u prvom u trecem ciklusu. Kod
flacca mutanta jedino u trecem ciklusu suSe dolazi do porasta NBI, takode u odnosu na susu je
zabeleZen pad azotnog indeksa nakon rehidratacije u drugom i tre¢cem ciklusu.
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Slika 49. Azotni indeks (NBI) u listovima divljeg tipa paradajza i flacca mutanta izloZenih trima
ciklusima suse (D) prac¢enih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim biljakama
(C) gajenim na intenzitetu svetlosti 250 umol m2 s'L. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n>7). Razlicita
slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0.05).

Vrednosti azotnog indeksa (NBI) kod biljaka oba genotipa gajenih na intenzitetu
svetlosti od 800 umol m-2 s-1 prikazane su na slici 50. Kod WT biljaka, za razliku od flacca, susa
je u sva tri ciklusa indukovala povecanje azotnog indeksa u odnosu na kontrolne biljke (prilog,
efekat tretmana p=0,000082). Uticaj rehidratacije kod oba genotipa bio je takav da je u prvom
ciklusu vrednost azotnog indeksa bila pove¢ana u odnosu na kontrolne i biljke u susi. Tokom
treceg ciklusa ove vrednosti su opale kod WT u odnosu na kontrolu i susu, a kod flacca samo u
odnosu na kontrolu. U drugom ciklusu vrednosti NBI nakon rehidatacije kod oba genotipa bile
su slicne onim koje su dobijene kod biljaka u susi (prilog, tabela P14, efekat genotip x ciklus x
tetman p=0,000003).
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Slika 50. Azotni indeks (NBI) u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZzenih trima
ciklusima suse (D) pra¢enih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim biljakama
(C) ) gajenim na intenzitetu svetlosti 800 pmol m-2 s-1. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n=7). Razlicita
slova predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0.05).

4.3.5. Uticaj razlic¢itiog inteziteta svetlosti i ciklusa suSe na sadrzaj antocijana
u listovima

Vrednosti za antocijane kod biljaka iz sva tri ciklusa pri intenzitetu svetlosti od
250 umol m2 s'1 pokazane su na slici 51. U datim uslovima ne uocavaju se konstitutivne
razlike izmedu WT i flacca genotipa. Takode, ne moZe se potvditi da su susa i rehidratacija
imale statisticki znacajan uticaj na sadrZaj antocijana.
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Slika 51. Sadrzaj antocijana u listovima divljeg tipa paradajza i flacca mutanta izloZenih trima ciklusima
suSe (D) pracenih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i kod optimalno zalivanih biljakama (C)
gajenim na intenzitetu svetlosti 250 umol m-2 s-1. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n=7). Razlic¢ita slova
predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0.05).

Promene u sadrzaju antocijana uocljive su jedino u prvom ciklusu kod biljaka WT i
flacca, koje su gajene na svetlosti intenziteta 800 pmol m2 s (slika 52). Kod WT susa je
indukovala njihovu smanjenu akumulaciju u odnosu na optimalno zalivane biljke, a takav
trend je prisutan i kod rehidratacije. Smanjena akumulacija antocijana kod flacca zabeleZena
je u rehidatisanim u odnosu na kontrolne i biljke u susi. Drugi i tre¢i ciklus nisu uticali na
sadrZaj antocijana, te je njihova vrednost skoro istovetna kao kod kontrolnih i biljaka iz
tretmana za oba genotipa. Takode, nisu uocene ni konstitutivne razlike u sadrzaju antocijana
izmedu WT i flacca mutanta.
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Slika 52. SadrZaj antocijana u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza izloZenih trima ciklusima
suSe (D) praéenih periodom rehidratacije u trajanju od tri dana (R) i u optimalno zalivanim biljakama (C)
gajenim na intenzitetu svetlosti 800 umol m-2 s-1. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (nz7). Razlic¢ita slova
predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0.05).

4.3.6.  Efekat razlicitiog inteziteta svetlosti i ciklusa suse na sintezu malih RNK
u listovima paradajza

Sadrzaj nekodiraju¢ih RNK (30-300 nukleotida) u listovima WT i flacca biljaka koje su
bile gajene na svetlosti intenziteta 250 pmol m2 s'1 i koje su bile izloZene prvom, drugom i
trecem ciklusu suse prikazan je na slikama 53, 54 i 55. Vrednosti su bile izraZzena u odnosu na
kontrolne WT vrednosti iz prvog ciklusa suse, tj. pocetka eksperimenta.

MoZe se primetiti da je izlaganje biljaka niskoj svetlosti (250 pmol m-2 s-1) tokom prvog
ciklusa u kontrolnim uslovima kod flacca dovelo do povecanja sadrZaja nkRNK veliCine 35
nukleotida (nt) i 50 nt, kao i opadanje u sadrZaju za 65, 90 i 100 nt, a u odnosu na WT (slika
53ai 53b).

U WT biljkama prva susa je indukovala povec¢anu sintezu nkRNK velic¢ine 35 nt, 65 nt i
75 nt, suprimirala je sintezu nkRNK veli¢ine 250 nt, a nije imala uticaj na sintezu nkRNK
velicine 50, 90 i 100 nt (slika 53c). Povecani trend sinteze nkRNK kod WT biljaka u
rehidrataciji je joS uvek prisutan za nkRNK veli¢ine 75 nt, dok je smanjena akumulacija
primec¢ena u nkRNK od 65 nt, 90 nti 100 nt (slika 53e).

Izlaganje flacca biljaka prvoj susi indukovalo je poveéanu sintezu nkRNK veli¢ine 35 nt
i 50 nti 75 nt za 80% u odnosu na kontrolne WT biljke, dok je sinteza nkRNK veli¢ine 65 nt
bila uvecana za 44% u odnosu na WT kontrolu. Sa druge strane, kod flacca susa nije bitnije
uticala na koli¢inu nkRNK od 90 nt, 100 nt i 250 nt (slika 53d). Nakon rehidratacije
zabeleZena je povecana sinteza nkRNK veli¢ine 75 nt, kao i smanjena sinteza nkRNK veli¢ine
100 nt (slika 53f).

U drugom ciklusu suSe optimalno zalivane WT biljke imale su smanjenu akumulaciju
nkRNK veliCine 65 nti 100 nt, dok je nivo ostalih bio slican kao u kontrolnim WT biljkama na
pocCetku eksperimenta (54a). Takode, u listovima flacca biljaka koli€ina sinteze nkRNK bila je
slicna kao kod kontrolnih WT biljaka sa pocCetka eksperimenta (slika 54b i 54a ).

Kod WT biljaka tokom drugog ciklusa suSe doSlo je do smanjene sinteze nkRNK
velic¢ine 65 nt, 90 nt i 100 nt za oko 40%, dok je nivo sinteze nkRNK od 250 nt bio povec¢an u
odnosu na optimalno zalivane biljke za oko 20% (slika 54c). Zanimljivo, u rehidrataciji nisu
prisutne trake koje odgovaraju velicini 35 nt i 50 nt, dok je nivo nkRNK veli¢ine 65 nt bio
smanjen, u odnosu na kontrolne WT biljke sa pocetka eksperimenta. Sa druge strane,
rehidratacija je indukovala sintezu nkRNK nkRNK veli¢ine 100 nt koja je u drugom ciklusu
suSe bila smanjena (slika 54e).
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Kod flacca biljaka drugi ciklus susSe je indukovao smanjenje sinteze nkRNK veli¢ine
75 nt, dok je nivo ostalih nkRNK ostao nepromenjen u odnosu na optimalno zalivane WT
biljke (slika 54d). Kao i kod WT biljaka, u flacca je rehidratacija dovela do gubitka traka na
35 nti 55 nt, dok je kolicina nkRNK veli¢ine 75 nt, 90 nt i 250 nt bila suprimirana. Za razliku
od biljaka u susi, sinteza nkRNK veli¢ine 65 nt i 100 nt bila je indukovana u rehidrataciji
(slika 54f).

Tokom treceg ciklusa suSe u optimalno zalivanim WT biljkama doslo je do gubitka
traka veliCine 35 nt i 50 nt, dok je nivo nkRNK veli¢ine 65 nt, 75 nt, 90 nt, 100 nt i 250 nt
ostao nepromenjen u odnosu na optimalno zalivane biljke sa pocetka eksperimenta (slike 55a
i 53a). Takode, u kontrolnim flacca biljkama nije doSlo do pojave traka koje odgovaraju
veli€ini 35 nt i 50 nt, dok je sinteza nkRNK veli¢ine 75 nt, 100 nt i 250 nt bila smanjena u
odnosu na optimalno zalivane WT biljke sa pocetka eksprimenta (slika 55b i 53a). Gubitak
traka koje odgovaraju veli¢ini nkRNK od 35 nt i 50 nt uocio se u susi i rehidrataciji kod biljaka
oba genotipa. U WT biljkama nakon treceg ciklusa susSe sinteza nkRNK veli¢ine 65 nt bila je
udvostrucena u odnosu na optimalno zalivanje WT biljke sa pocetka eksperimenta, dok je
akumulacija nkRNK veli¢ine 75 nt i 250 nt bila smanjena (slika 55c). Nakon rehidratacije
zabeleZena je smanjena akumulacija nkRNK veli¢ine 90 nt i 250 nt, dok je nivo ostalih nkRNK
ostao nepromenjen u odnosu na optimalno zalivane WT biljke (slika 55e).

U listovima flacca biljaka tre¢i ciklus suSe (55d) i rehidratacija (55f) indukovali su
smanjenu sintezu nkRNK veli¢ine 65 nt, 75 nt, 100 nt i 250 nt, dok je koli¢ina nkRNK velic¢ine
90 nt ostala nepromenjena u odnosu na optimalno zalivane WT biljke s poCetka eksperimenta
(53a).
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Slika 53. Sadrzaj nkRNK u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza, na svetlosti od 250 pmol
m-2 s, izloZenih prvom ciklusu suse (D1) koji je pracen periodom rehidratacije (R1) i u optimalno zalivanim
biljakama (C1). Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n>7). Zvezdice predstavljaju statisticki znacajne razlike
izmedu kontrola, biljaka u susi i rehidratisanih biljaka unutar svakog genotipa prema Welch t-testu (* p < 0,05,
**p<0,01,***p<0,001).
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Slika 54. Sadrzaj nkRNK u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza,na svetlosti od 250 umol
m-2 s, zloZenih drugom ciklusu suse (D;) koji je pra¢en periodom rehidratacije (Rz) i u optimalno zalivanim
biljakama (Cz). Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n>7). Zvezdice predstavljaju statisticki znacajne razlike
izmedu kontrola, biljaka u susi i rehidratisanih biljaka unutar svakog genotipa prema Welch t-testu (* p < 0,05,
**p<0,01,***p<0,001).
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Slika 55. Sadrzaj nkRNK u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza, na svetlosti od 250
pumol m2 s, izloZenih te¢em ciklusu suSe (D3) koji je praéen periodom rehidratacije (Rz) i u optimalno zalivanim
biljakama (Cz). Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n>7). Zvezdice predstavljaju statisticki znacajne razlike
izmedu kontrola, biljaka u susi i rehidratisanih biljaka unutar svakog genotipa prema Welch t-testu (* p < 0,05,
**p<0,01,***p<0,001).

UopsSteno posmatrano (slike 53, 54 i 55), u eksperimentu na niZem intenzitetu
svetlosti, veli¢ina najmanjih detektovanih nkRNK iznosila je 35 nt i njihova povecana sinteza
detektovana je samo u prvom ciklusu suSe u oba genotipa. Svaku slede¢i ciklus nije uticao na
njihovu akumulaciju, tacnije tokom drugog ciklusa suSe njihov nivo ostao je nepromenjen u
odnosu na kontrolne biljke, dok se u trecem nisu ni razdvojile na poliakrilamidnom gelu. Sa
druge strane, kod rehidratisanih WT i flacca biljaka uocene su samo u prvom ciklusu, dok se u
drugom i tre¢em ciklusu rehidratacije nisu pojavile. Povec¢ana sinteza nkRNK veli¢ine 50 nt
primecena je samo kod flacca u prvom ciklusu suse, dok gubitak trake na gelu koji odgovara
ovoj veliCini primecen je u treCem ciklusu suSe. Rehidratacija nije uticala na njihovu
akumulaciju kod oba genotipa u prvom ciklusu, dok je u drugom i tre¢cem primeceno odsustvo
traka na gelu koje odgovaraju ovoj veli¢ini. U prvom ciklusu suSe nkRNK veli¢ine 65 nt
povetano su se sintetisale, dok je u tre¢em ciklusu pokazan suprotan trend izmedu
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genotipova. Kod flacca dolazi do opadanja u sadrzaju ove male RNK tokom drugog i treceg
ciklusa suSe, dok kod WT opadanje je prisutno tokom drugog a povecéanje nakon treceg ciklusa
suSe. Nakon rehidratacije u prvom i tre¢em ciklusu nivo nkRNK veli¢ine 65 nt u WT biljkama
bio je sniZen, a kod flacca je ostao nepromenjen u prvom a zatim se znatno povecao u drugom
ciklusu, a sve u odnosu na optimalno zalivane biljke. Povecana sinteza nkRNK veli¢ine 75 nt je
prisutna u prvom ciklusu tokom suse i rehidratacije kod oba genotipa, dok drugi i treci ciklus
nije uticao na promenu ili je doveo do opadanja nivoa. Nepromenjeni sadrZaj nkRNK veli¢ine
90 nt zabeleZen je u flacca u sva tri ciklusa, odnosno u drugom i tre¢em ciklusu u WT. Sa druge
strane, u rehidrataciji u WT je primeéena smanjena sinteza ove nkRNK u prvom i trecem
ciklusu, odnosno u flacca u drugom. Izlaganje biljaka oba genotipa ciklusima suse odrazilo se
na smanjenu produkciju nkRNK' veli¢ine 100 nt u drugom ciklusu kod WT, odnosno u trecem
kod flacca. Rehidratacija je kod oba genotipa u prvom ciklusu izazvala smanjenu sintezu ove
nkRNK, odnosno njeno povecanje u drugom ciklusu. Treci ciklus je imao suprotan efekat na
WT i flacca, kod WT nije indukovao nikakve promene, odnosno u flacca je izazvao blago
smanjenje sinteze ove nkRNK. Prvi i drugi ciklus suSe nisu uticali na produkciju nkRNK
veliCine 250 nt u flacca, dok je tre¢i ciklus izazvao njenu smanjenu sintezu. U WT biljakma prvi
i treci ciklus su inhibitorno delovali na njihovu sintezu, dok je drugi ciklus suse imao pozitivan
efekat na produkciju ove nkRNK . Rehidratacija je indukovala smanjenje nkRNK veli¢ine
250 nt jedino u trec¢em ciklusu kod WT, odnosno u drugom i tre¢em kod flacca.

SadrZaj nekodiraju¢ih nkRNK u listovima WT i flacca biljaka koje su bile gajene na
svetlosti intenziteta 800 umol m-2 s-1 i bile izloZene prvom, drugom, odnosno tre¢em ciklusu
suSe prikazan je na slikama 56, 57 i 58. U poredenju sa profilom nkRNK indukovanih na
svetlosti intenziteta 250 pmol m-2 s-1 (slika 53, 54 i 55), na svetlosti ovog intenziteta uocava se
produkcija nkRNK razlic¢ite veliCine; tj. ne uocava se pojava nkRNK veli¢ine 35 nt, dok su sa
druge strane, detektovane nkRNK veli¢ine 200 i 300 nt. Takode, na poliakrilamidnom gelu
nisu uoCene trake koje odgovaraju veli¢ini nkRNK od 65 nt i 250 nt. U ovim uslovima je
pokazano da se u WT biljkama u svim vrstama tretmana (C, D i R) i u svim ciklusima uocava
odsustvo nkRNK veli¢ine 100 nt i 300 nt koje se pojavljuju u flacca, odnosno prisustvo nkRNK
veli¢ine 50 nt kojih nema u flacca.

Izmedu WT i flacca kontrolnih biljaka u prvom ciklusu suSe nisu uocene konstitutivne
razlike u sadrzaju bilo koje nkRNK, tj. njihova sinteza bila je probliZno ista izmedu genotipova
(slike 56a i 56b).

U WT biljkama prva susa je indukovala povec¢anju produkciju nkRNK veli¢ine 150 nt
za preko sedam puta u odnosu na optimalno zalivane biljke, dok je sinteza nkRNK velicine
50 nti 75 nt bila redukovana. Takode, koli¢ina nkRNK veli¢ine 200 nt bila je nepromenjena u
odnosu na kontrolne biljke (slika 56¢). Izlaganje flacca biljaka prvoj suSi indukovalo je
smanjenu sintezu nkRNK veliCine 75 nt, 150 nti 200 nt, dok je sinteza nkRNK veli€ine 100 nt
i 300 nt bila nepromenjena u odnosu na kontrolne WT biljke s pocetka eksperimenta (slike
56d i 56a). U rehidrataciji u prvom ciklusu su se vrednosti za nkRNK u WT izjednacile sa
kontrolnim, dok je kod flacca uocena smanjena sinteza nkRNK velic¢ine 75 nt, 200 nti 300 nt
(slike 56e i 56f).

U drugom ciklusu kontrolne (slika 57a) i susi (slika 57c) izloZene WT biljke pokazale
su smanjenu sintezu svih detektovanih nkRNK u odnosu na WT kontrolne biljke s pocetka
eksprimenta. Sa druge strane, rehidratacija je indukovala njihovu sintezu u odnosu na susu, te
su se vrednosti za koli¢inu nkRNK izlednacile sa vrednostima za kontrolne WT s pocetka
eksperimenta (slika 57e). Kod flacca biljaka u drugom ciklusu doslo je do smanjene
produkcije nkRNK u kontrolnim (slika 57b), odnosno rehidratisanim (slika 57f) biljkama
(osim nkRNK veli¢ine 300 nt), dok su u susi vrednosti za ove nkRNK bile izjednacene sa
kontrolnim WT biljkama s pocetka eksperimenta (slika 57d).
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Sto se ti¢e optimalno zalivanih biljaka, u tre¢em ciklusu suse nisu uo¢ene konstitutivne
razlike izmedu WT i flacca biljaka, te su imale vrednosti pribliZne vrednostima kontrolnih WT
biljaka na pocetku eksperimenta (slike 58a, 58b, 56a). U WT biljkama, nisu uoCene promene u
sintezi svih nkRNK u susi (slika 58c), odnosno rehidrataciji (slika 58e), te su njihove vrednosti
ostale nepromenjene u odnosu na WT kontrolu. Tre¢i ciklus suSe je u listovima flacca biljaka
indukovao smanjenu sintezu nkRNK veli¢ine 75 nt, 150 nt i 200 nt, dok je uocena povecana
sinteza nkRNK veli¢ine 200 nt (slika 58d). Nakon rehidratacije u trecem ciklusu vrednosti
nkRNK veli¢ine 75 nt i 100 nt bile su smanjene, dok je pokazana povecana sinteza nkRNK
velic¢ine 200 nt (slika 58f).
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Slika 56. Sadrzaj nkRNK u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza, na svetlosti od 800 pumol
m2 s, izloZenih prvom ciklusu suse (D1) koji je pracen periodom rehidratacije (R1) i u optimalno zalivanim
biljakama (C;). Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n>7). Zvezdice predstavljaju statisticki znacajne razlike
izmedu kontrola, biljaka u susi i rehidratisanih biljaka unutar svakog genotipa prema Welch t-testu (* p < 0,05,
**p<0,01,***p<0,001).
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Slika 57. Sadrzaj nkRNK u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza, na svetlosti od 800 umol
m-2 s, izloZenih drugom ciklusu suse (D:) koji je pracen periodom rehidratacije (Rz) i u optimalno zalivanim
biljakama (Cz). Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n>7). Zvezdice predstavljaju statisticki znacajne razlike
izmedu kontrola, biljaka u susi i rehidratisanih biljaka unutar svakog genotipa prema Welch t-testu (* p < 0,05,
**p<0,01,***p<0,001).
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Slika 58. Sadrzaj nkRNK u listovima divljeg tipa i flacca mutanta paradajza, na svetlosti od 800 umol
m-2 s, izloZenih tre¢em ciklusu suse (D3) koji je pra¢en periodom rehidratacije (R3) i u optimalno zalivanim
biljakama (C3). Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n>7). Zvezdice predstavljaju statisticki znacajne razlike

izmedu kontrola, biljaka u susi i rehidratisanih biljaka unutar svakog genotipa prema Welch t-testu (* p < 0,05,
*¥*p<0,01,***p<0,001).

Uzimajuci u obzir genotip, tretman i vrstu ciklusa, moZe se primetiti da je na visokom
intenzitetu svetlosti (800 umol m-2 s'1) doSlo do promene u sintezi nkRNK veli¢ine 50 nt
jedino u prvom ciklusu suSe gde se uocava njena smanjena produkcija (slika 56, 57 i 58) . Sa
druge strane, produkcija nkRNK veli¢ine 75 nt bila je smanjena u prvom i drugom ciklusu u
WT, odnosno u prvom i tre¢em u flacca, dok je rehidratacija imala samo uticaj na nivou flacca.
Kao Sto je ve¢ receno, na poliakrilamidnom gelu nisu detektivane trake koje odgovaraju
nkRNK veli¢ine 100 nt kod WT, dok je kod flacca prime¢ena smanjena sinteza ove nkRNK u
tre¢em ciklusu su$e, odnosno u rehidrataciji drugog i treéeg ciklusa. Sto se ti¢e nkRNK veli¢ine
150 nt, u WT je nena povecana sinteza zabeleZena u prvom ciklusu susSe, dok su druga susa i
rehidratacija indukovale njeno smanjenje. Izlaganje biljaka suSi odrazilo se na poveéanu
sintezu nkRNK veli¢ine 200 nt u WT jedino u drugom ciklusu, dok je u rehidrataciji u sva tri

80



ciklusa taj nivo ostao nepromenjen. Sa druge strane, u flacca je u prvom ciklusu suse i
rehidratacije doslo do smanjene produkcije ove nkRNK, dok je u tre¢em primecéena povecana
sinteza. Ekspresija nkRNK veli¢ine 300 nt indukovala se jedino kod flacca, ali do promene u
njenoj sintezi doslo je u rehidrataciji u prvom ciklusu, odnosno u susi u tre¢em ciklusu.
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5. Diskusija

5.1. Konstitutivne razlike izmedu biljaka divljeg tipa (Ailsa Craig) i
flacca mutanta

Sadrzaj apscisinske kiseline (ABA) u listovima mutanta paradajza flacca moZe da bude
redukovan i do 60% ABA u odnosu na listove iz svoje roditeljske linije (Sharp i sar., 2000;
Lopez-Réez i sar., 2010; Fang i sar., 2019). U slucaju flacca, mutanta Ailsa Craig, koji je bio
objekat ovog istrazivanja, koncentracija ABA u listovima pri optimalnim uslovima zalivanja
bila je redukovana za 20-30% u odnosu na listove divljeg tipa bez obzira na intezitet svetlosti
koris¢en pri gajenju biljaka (250 ili 800 umol m-2 s-1).

Poznato je da se hormon ABA najc¢esc¢e smatra inhibitorom rastenja (Chen i sar., 2002).
Nasuprot toj ulozi ovog hormona kod mnogih vrsta, njegov smanjeni nivo u mutantima sa
deficijencijom u biosintezi upravo ima suprotni efekat. Tako i u ovom istraZivanju je pokazano
da je niZi nivo ABA indukovao vidno drugaciji fenotip u flacca biljkama, karakteristicno
smanjenog rasta u odnosu na WT, redukovane lisne povrsine, sa kra¢im nadzemnim delom i
manjom biomasom $to je u skladu sa literaturnim podacima (Imber i Tal, 1970; Sharp i sar.,
2002). Mada intezitet svetlosti kod biljaka nije znatno uticala na nivo ABA u listovima, njen
efekat na opadanje sveZe mase i lisne povrSine je bio izrazitiji na niZem intezitetu svetlosti. U
eksperimentu na 250 pmol m2 s-1 nedostatak ABA u flacca uticao je na smanjenje sveZe mase
za viSe od 60%, nivo suve mase bio je umanjen preko 40% u odnosu na biljke divljeg tipa, dok
je lisna povrSina bila redukovana pet puta. Sa druge strane, na intenzitetu svetlosti od
800 pmol m2 s'1 na kraju vegetacionong perioda takode je kod flacca zabeleZena redukcija
sveZe i suve mase biljaka, za 20%, odnosno 50%, dok je lisna povrsina bila redukovana za
40% u odnosu na biljke divljeg tipa. Ovo je u korelaciji sa rezultatima dobijenim od strane
Chen i sar. (2002) gde je nedostatak ABA u flacca biljkama redukovao sveZu masu nadzemnog
dela i listova za polovinu. Smanjenje lisne povrsine, kao i suve mase kod flacca mutanta
pokazano je i istrazivanjima publikovanim od strane Dodd i sar. (2009) i Fang i sar. (2019).
Takode, u drugim ABA-deficijentim mutantima paradajza, kao Sto su sitiens i notabilis
uocavaju se konstitutivne morfoloSke razlike u odnosu na divlji tip. Tako je pokazano da je
relativni nivo rasta u sitiens za oko 22% nizi nego kod WT biljaka (Nagel i sar., 1994), odnosno
da notabilis mutant ima redukovanu lisnu povrSinu i ukupnu suvu masu, odnosno manji
porast nadzemnog dela (Ntatsi i sar., 2014).

Kao Sto je poznato, ABA u biljkama igra znacajnu ulogu u regulaciji otvorenosti stoma,
nivoa transpiracije i u razvijanju tolerancije na susu (Lim i sar., 2015., Davies i sar., 2005).
Stoga, nimalo nije iznenadujuce da je u optimalnim sredinskim uslovima provodljivost stoma
(gs) bila mnogo visa u flacca, nego u divljem tipu, Sto je bilo izrazitije kod biljaka gajenim na
nizem intezitetu svetlosti. Pri svetlosti niZeg intenziteta gs je kod flacca bila za oko dva puta
veca nego kod WT, dok je na 800 pmol m2 s-1 taj porast kod flacca iznosio oko 40%. Takode,
veli stepen provodljivosti stoma u flacca mutantu pokazan je u rezultatima opisanim od
strane Dodd i sar. (2009) i Fang i sar. (2019). Ovakav obrazac ponaSanja stominog aparata
zabeleZen je i u drugim ABA-deficijentim mutantima paradajza, tj. kod sitiens i kod notabilis
biljaka gde je zbog vece otvorenosti stoma bio poviSen i nivo transpiracije, odnosno stepen
asimilacije CO2 (Poér i sar., 2019; Ntatsi i sar., 2014).

Na osnovu dobijenih vrednosti za ABA i provodljivosti stoma ocekivalo bi se da je
povecana biomasa kod flacca u odnosu na WT. Medutim, pokazano je da inhibicija rastenja
kod flacca posledica povecane sinteze hormona etilena, ¢cime se moZe objasniti manja biomasa
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ovih biljaka, kao i redukovana lisna povrSina (Sharp i sar., 2002). Samim tim, moZe se
pretpostaviti da je minimalni nivo ABA, koji je neophodan za optimalno rastenje i razvice,
mnogo vece vrednosti nego one koja je prisutana kod ABA-deficijentnih mutanata. Dobijeni
rezultati ukazuju na to da je potrebno znatno manji pad nivoa ABA kod flacca nego kod WT, a
koji moZe da predstavlja okidac za pokretanje mehanizama koji su povezani sa odgovorom na
stres suSe kod deficijentnih mutanata za ABA. S tim u vezi, neophodno je u budu¢im
istrazivanjima usmeriti paZnju na preciznu regulaciju Celijske homeostaze za ABA, koja je
neophodna za pravilno odvijanje procesa rastenja i razvica, pri cemu se kao model sistemi
mogu koristiti razli¢iti ABA-deficijentni mutanti.

Kod flacca usled povecane provodljivosti stoma kao posledice smanjene sinteze ABA,
cak i pri optimalnoj dostupnosti vode, oCekivao bi se gubitak vode u listovima, odnosno
opadanje ukupnog vodnog potencijala. Medutim, izmerene vrednosti vodnog potencijala u
listovima divljeg tipa i mutanta su sli¢cne, odnosno sniZeni nivo ABA u flacca nije uticao na
turgidnost i sadrZaj vode u listovima. Sa druge strane, kod biljaka koje su gajene na
800 pmol m2 s samo je u jednoj tacki uo€en nesto nizi ukupni vodni potencijal u listovima
flacca u odnosu na biljke divljeg tipa. Ovo se moZe pripisati uticaju povecanog intenziteta
svetlosti koji je doprineo vecem odavanju vode putem procesa evapo-transpiracije. Slican
uticaj ABA na provodljivost stoma i relativni sadrZaj vode uocen je kod sitiens mutanta (Poor i
sar., 2019). Dobijeni rezultati ukazuju na to da postoje alternativne kompenzujuce strategije u
flacca koje sprecavaju dehidrataciju listova pri snizenim vrednostima ABA. Jedna od najcesc¢ih
alternativnih  strategija jeste akumulacija redukuju¢ih Seera u milimolarnim
koncentracijama, ili Se¢ernih alkohola koji imaju osmoprotektivnu ulogu u ¢eliji (Singh i sar.,
2015). Tako je u ovom istraZivanju pokazano da flacca konstitutivno sadrzi 2-4 puta vise
rastvornih Secera, pre svega sorbitola, galaktoze i arabinoze u poredenju sa biljkama divljeg
tipa (prilog, tabela P4). Sa druge strane, nisu uoCene konstitutivne razlike u sadrzaju glukoze,
fruktoze i saharoze. Slicne rezultate su dobili i drugi autori, koji su izmerili nepromenjeni
konstitutivni nivo fruktoze u listovima notabilis mutanta u poredenju sa roditeljskom linijom
(Ntatsi i sar., 2014). Sa druge strane, u listovima sitiens mutanta sadrzaj ukupnih ugljenih
hidrata bio je nizi za gotovo 20% u odnosu na divlji tip (Poor i sar., 2019).

Poznato je da pored ugljenih hidrata, slobodne aminokiseline, u prvom redu prolin
imaju osmoprotektivnu ulogu prilikom izlaganja biljaka sus$i, mrazu ili stresu soli (Liang i sar.,
2013). Rezultati ovog istraZzivanja ukazuju na znacajnu fiziolosSku ulogu aminokiselina kod
mutanta sa smanjenim sadrzajem ABA u listovima, s obzirom na to da je konsitutivni nivo
ukupnih aminokiselina bio skoro dva puta veci u flacca, nego kod divljeg tipa (prilog, tabela
P6). Rezultati potvrduju slican trend dobijen i u radu sa notabilis mutantom, gde je takode
nivo ukupnih aminokiselina bio zna¢ajno uve¢an u odnosu na divlji tip (Ntatsi i sar., 2014). Na
osnovu dobijenih rezultata moZe se pretpostaviti da akumulacija prolina i rastvornih ugljenih
hidrata u flacca pri optimalnih uslovima gajenja kompenzuje vecu stopu otvorenosti stoma
usled sniZenog nivoa endogene ABA i doprinosi odrZavanju optimalnog vodnog potencijala.
Takode, u ovom istrazivanju je pokazano da je konstitutivni sadrZaj hidroksibenzoevih
kiselina, hidroksicimetnih kiselina, flavon-3-ola i antocijana niZi u flacca u odnosu na WT
biljke, odnosno da je na racun povecane biosinteze aminokiselina i ugljenih hidrata smanjen
udeo fenilpropanoidnog puta i biosinteze fenolnih jedinjenja u flacca.

Poznato je da je pored de novo sinteze ABA za njen sadrZaj i funkciju, narocito u
uslovima susSe, bitan fenomen redistribucije ABA koja je odredena ksilemskim pH (Hartung i
sar., 1998; Jovanovi¢, 1997). Stoga bi ovde trebalo naglasiti da bez obzira na razlike u sadrzaju
ABA i otvorenosti stoma, pH vrednost ksilemskog soka je ostala nepromenjena kod biljaka
razliCitog genotipa, koji su gajeni na razli¢itom intezitetu svetlosti. Pri gajenju biljaka na
niskom intenzitetu svetlosti u kontrolnim uslovima nisu uocene konstitutivne razlike u
sadrZaju ukupnog askorbata izmedu genotipova, osim S$to je na kraju eksperimenta sadrzaj
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ukupnog askorbata bio uvecan u oba genotipa u odnosu na pocetak eksperimenta. Takode,
uticaj svetla ogledao se u tome S$to su biljke na viSem intenzitetu svetlosti na pocetku
eksperimenta imale za oko 30% viSi nivo ukupnog askorbata kod oba genotipa, u odnosu na
kontrolne biljke na niZem intenzitetu svetlosti. Ovo je u skladu sa rezultatima publikovanim
od strane Massot i sar. (2012), koji su pokazali da je nivo askorbata manji u listovima biljaka
koje su gajene u senci u odnosu na one gajene na otvorenom.

Na osnovu uporedne analize konstitutivnih fizioloskih i biohemijskih parametara
izmedu flacca i njene roditeljske linije moZe se zakljuciti da je odrzavanje homeostaze ABA od
izuzetnog znacaja za rastenje i razvice paradajza i u uslovima optimalnog vodnog reZima, ¢iji
se mehanizmi regulacije mogu dalje ispitivati. Osim toga, flacca mutant moZe se smatrati
veoma pogodnim model sistemom za proucavanje uticaja sniZenog nivoa ABA na razvoj
strategija neophodnih za toleranciju na susu.

5.2. Uticaj dehidratacije i rehidratacije na metabolitiCke promene kod
listova divljeg tipa paradajza i flacca mutanta (Lycopersicum
esculentum Mill.)

Izlaganje biljaka dehidrataciji pri nizem intenzitetu svetlosti uzrokovalo je pove¢anu
akumulaciju ABA od 53% u WT biljkama, Sto je bilo pra¢eno zatvaranjem stoma, ali uz
odrZavanje optimalnog vodnog potencijala (slika 14b). Medutim, iako je odsustvo zalivanja
izazvalo zatvaranje stoma u flacca biljkama i to za 40%, nivo ABA je ostao nepromenjen.
Zatvaranje stoma u flacca biljkama moZe se objasniti u¢eS¢em alternativnih hidraulickih
regulatornih mehanizama koji ucestvuju u otvaranju, odnosno zatvaranju stoma, kao i
zavisnoS¢u od promene pH vrednosti ksilemskog soka (Christmann i sar., 2007; Pantin i sar.,
2013). Sa druge strane, u WT biljkama koje su izloZene suSi dominantan je ABA-zavisan
odgovor na vodni stres (Xiong i sar., 2002). Pove¢ana akumulacija ABA kod WT biljaka u susi
pracena je povetanom ekspresijom NCED1 gena (slika 27), Sto je bilo i oCekivano, s obzirom
na to da enzim koji nastaje kao proizvod ovog gena ucestvuje u biosintetskom putu ABA, Sto
potvrduju i rezultati drugih istraZivanja (Auler i sar., 2021b; Milosavljevi¢ i sar., 2012).
Medutim, bez obzira na nepromenjeni sadrzaj ABA u listovima flacca mutanta takode je doSlo
do povecane ekspresije NCED1 gena (slika 27). MoZe se pretpostaviti da je nepromenjeni
sadrZaj ABA u flacca posledica njene brze razgradnje, odnosno brzog prevodenja u ABA-
konjugate, kao i da je samo povecanje ekspresije NCED1 u flacca (koje je opada za viSe od 40%
u odnosu na WT) bilo nedovoljno za prelazak praga koji bi indukovao povecanu sintezu ABA.
Takode, slican nivo ekspresije PP2C gena (slika 28) u susi kod oba genotipa (bez obzira Sto je
u flacca povecan u odnosu na kontrolu) ukazuje da nije doSlo do naruSenog signalnog puta
ABA, tj. da on pokazuje isti trend kod WT i flacca, Sto se potvrduje zatvaranjem stoma u susi
kod oba genotipa. Svakako bi se moglo pretpostaviti da flacca genotip sadrZzi dodatne
mehanizme koji joj omogucavaju kompenzaciju niske vrednosti vodnog potencijala. Na takav
zaklju¢ak ukazuje i odsustvo znacajnih promena u sveZoj i suvoj masi nadzemnog dela biljke
(slike 15a i 15b). Samim tim, moZe se pretpostaviti da postoje dodatni biohemijski mehanizmi
koji doprinose da flacca zadrZzi optimalni rast pod tim uslovima.
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5.3. Uloga rastvornih ugljenih hidrata u suSi i rehidrataciji

Jedan od ciljeva ovog istraZivanja jeste da se rasvetli koji rastvorni ugljeni hidrati i
proteinogene aminokiseline su narocito pod uticajem vodnog deficita i nivoa endogene ABA,
kao i da se ovo zapaZanje inkorporira u kontekst njihove potencijalne uloge u osmotskom
prilagodavanju u razvoju tolerancije na susu. Takode, uloga ovih jedinjenja nije posmatrana
iskljuc¢ivo kao osmoprotektivna, ve¢ su sagledavani i kao prekursori razli¢itih metabolita,
ucesnika u eliminaciji ROS, kao i signalni i regulatorni molekuli.

Nakon izlaganja suSi na svetlosti nizeg intenziteta, sadrZaj sorbitola, trehaloze,
galaktoze i arabinoze u potpuno razvijenom listu biljaka divljeg tipa udvostrucio se u odnosu
na optimalno zalivane biljke. Svi ovi ugljeni hidrati smatraju se osmolitima i njihova
akumulacija u uslovima stresa soli je ve¢ ranije pokazana u pirincu (Theerakulpisut i sar,
2012). Takode, poznato je da trehaloza preko trehaloze-6-fosfata reguliSe hidrolizu skroba
(Vidovi¢ i sar., 2015b), odnosno da ucestvuje u stabilizaciji membranskih struktura i u
spreCavanju denaturacije proteina (Koyro i sar., 2012). Povecani odnos glukoze i fruktoze u
WT biljkama nakon izlaganja susi mogao bi se smatrati relavantnim pokazateljem razgradnje
skroba (Smeekens i sar., 2010; Vidovic i sar., 2015b). Pored toga, izmereni sadrZaj saharoze u
cetvrtom potpuno formiranom listu (koji se inace Kkoristio za sve biohemijske analize)
znacajno je opao u odnosu na kontrolne biljke, te se moZe pretpostaviti da je doslo do
njegovog transporta ka mladim (ne sasvim diferenciranim) listovima prilikom dehidratacije.
Ranija istraZivanja su takode pokazala da prilikom izlaganja biljaka sus$i, odnosno pri
tretmanu egzogenom ABA dolazi do transporta saharoze iz tkiva proizvoda¢a do tkiva
potrosaca asimilata (Durand i sar., 2016; Gong i sar., 2015). Samim tim, zakljucCuje se da
akumulacija saharoze u tkivu potrosacu uzrokuje smanjenje odnosa heksoza i saharoze. U
skladu sa ovim zakljuckom pokazano je u literaturi da vodni stres utiCe na povecanje
aktivnosti kisele invertaze u listovima, pri cemu dolazi do ireverzibilne hidrolize saharoze do
glukoze i fruktoze (Du i sar., 2020b; Wang i sar., 2020).

Prilikom izlaganja WT biljaka susi dolazi i do akumulacije galaktoze. Njena povecana
sinteza pri vodnom stresu povezana je sa biosintezom osmoprotektanata, sto je pokazano i u
listovima jabuke (Yang i sar., 2019a), odnosno krompira (Evers i sar., 2010), Sto je u skladu sa
pretpostavkom da ucestvuje u ublaZavanju osmotskog stresa. Pored ovih funkcija ne sme se
zanemariti i njihova gradivna uloga s obzirom na to da galaktoza, arabinoza, manoza i ksiloza
predstavljaju znacajne komponente koje ucestvuju u formiranju Celijskog zida, tj. razlicitih
glikoproteina koji ucestvuju u odrZavanju njegove strukture (Aspinall, 1980; Nguema-Ona i
sar., 2014). Dakle, moZe se zakljuciti da galaktoza i arabinoza ucestvuju u ocvrséavanju
Celijskog zida pri vodnom stresu u WT i u ovom eksperimentu, Sto je potvrdeno
nepromenjenom suvom masom u odnosu na kontrolne biljke.

Sa druge strane, vodni stres je u flacca indukovao povecanje uglavnom ukupnih
rastvornih ugljenih hidrata. Ovo je u skladu sa rezultatima publikovanim od strane Xu i sar.
(2015) gde je susa prouzrokovala akumulaciju ukupnih ugljenih hidrata jedino u osetljivom
kultivaru pirinca, dok u tolerantnom nije doslo do promena. Povecana sinteza glukoze u susi u
flacca moze biti povezana sa odnosom glukoze i fruktoze, kao i nivoom maltrotrioze, Sto
dodatno ukazuje na povecanu degradaciju skroba a Sto je praeno transportom ugljenih
hidrata (prilog, tabela P4). Akumulirana glukoza u suSi moZe se koristiti kao gradivno
jedinjenje za dobijanje drugih osmoprotektanata, kao Sto je sorbitol ¢ija je akumulacija u susi
tri puta uvecana nego u biljkama divljeg tipa. Slicno je dobijeno kod UV-B stresa, kao deo
strategije na UV-B toleranciju, $to su autori objasnili podsticanjem razgradnje skroba i
saharoze u svrhu biosinteze UV-B zastitnih jedinjenja (Vidovi¢ i sar., 2015b). Sli¢cno je
pokazano pri izlaganju sitiens mutanta stresu soli gde takode dolazi do razgradnje skroba
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(Poor i sar., 2019). Stoga, akumulacija glukoze i fruktoze u listovima flacca koji sintetisu
asimilate moZe se objasniti smanjenim transportom fotosintata ka potrosackim tkivima usled
inhibicije rasta koja je vezana za smanjen nivo ABA (slika 13) (Wang i sar., 2020).

Nakon rehidratacije, sadrZzaj ukupnih rastvornih Se¢era u oba genotipa vracen je na
pocCetne uslove, Sto je u korelaciji sa ranijim istraZivanjem na listovima karfiola, objavljenom
od strane Wu i sar. (2012). Takode, slican trend u sadrZaju glukoze i fruktoze nakon
rehidratacije zabeleZen je i kod nekih leguminoza (Foster i sar., 2015).

Za razliku od biljaka gajenih na niZem intenzitetu svetlosti, pri svetlosti intenziteta
800 umol m2 s1 zbir ukupnih najzastupljenijih ugljenih hidrata (Glc, Fru i Suc) je na pocetku
konstitutivno visi u WT, nego u flacca, dok se sa razvitem biljaka ove razlike izmedu
genotipova gube. Susa u ovim uslovima nije izazvala akumulaciju ukupnih ugljenih hidrata,
kao Sto je dobijeno na niZem intenzitetu svetlosti, mada je u drugom i trecem ciklusu
primecen njihov blagi porast kod WT biljaka. Nivo sorbitola, drugog najzastupljenijeg ugljenog
hidrata koji, pokazano, ima znacaja u odrzavanju osmotskog potencijala kod flacca na niskom
svetlu, pri visokom intenzitetu svetlosti bio je Cetiri puta manji u flacca nego u WT, dok
nijedan ciklus suSe nije znacajno uticao na promenu njegove koncentracije.

Usled toga Sto nema znacajnog porasta najzastupljenijih ugljenih hidrata kod WT i
flacca biljaka na visokom svetlu u suSi ne moze se govoriti o njihovoj akumulaciji kao
zaStitnom mehanizmu pri izlaganju vodnom stresu.

5.4. Uloga slobodnih aminokiselina u susSi i rehidrataciji

Prilikom izlaganja biljaka jednom ciklusu suSe pri intenzitetu 250 pmol m-2 s nivo
ukupnih slobodnih aminokiselina pove¢ao se u oba genotipa; u WT biljkama susa je
indukovala dupliranje sadrzaja aminokiselina, dok je u flacca taj porast iznosio oko 40%.
Dobijeni rezultati su u korelaciji sa ranijim istraZivanjima, gde je suSa indukovala akumulaciju
aminokiselina u susamu (You i sar., 2019), kukuruzu (Obata i sar., 2015) ili je¢cmu
(Chmielewska i sar., 2016). Takode, povecanje sadrZaja slobodnih aminokiselina moZze biti
povezano sa poveéanom proteolizom, ¢ime se doprinosi osmotskom prilagodavanju biljaka u
susi (Ramanjulu i Sudhakar, 1997). NajizraZenija promena u aminokiselinskom profilu kod
biljaka u susi podrazumevala je povecanje nivoa prolina, i to 9 puta u flacca, odnosno 13 puta
u divljem tipu. Takode, dehidratacija je indukovala i akumulaciju glutaminske Kkiseline,
glavnog prekursora za biosintezu prolina (Szabados i Savoure, 2010), te je u divljem tipu to
povecanje iznosilo 70%, odnosno 35% u flacca. SuSom indukovana akumulacija prolina
zabeleZena je i u ranijim istrazivanjima (Liang i sar., 2013; Montesinos-Pereira i sar., 2014;
Anjum i sar., 2017b). Osim Sto ima ulogu u osmotskom prilagodavanju na stresne uslove,
prolin ima brojne druge funkcije: ucestvuje u stabilizaciji peptidnih struktura, sprecava
agregaciju proteina, preko hidroksil-prolina ucestvuje u ocvrS¢avanju Ccelijskog zida, a
ucestvuje kao antioksidant u eliminaciji ROS (Kavi Kishor i sar., 2015; Sharma i sar., 2011; Wu
i Bolen, 2006). Izrazita akumulacija prolina pokazana je i u sitiens mutantu paradajza prilikom
izlaganja stresu soli, dok je njegov sadrzaj ostao nepromenjen u divljem tipu (Poor i sar,
2019).

Biosinteza prolina indukovana suSom moZze se odvijati na ABA-zavisan, odnosno ABA-
nezavisan nacin (Sharma i sar., 2011; Savouré i sar., 1997; Shinozaki i Yamaguchi-Shinozaki,
1997). U ovom eksperimentu akumulacija prolina u susi pra¢ena je povecanjem sadrZaja ABA
u oba genotipa, pri ¢emu, kao $to je ve¢ reCeno, taj porast je bio ve¢i u WT, nego u flacca. Naglo
smanjenje sadrzaja slobodnog prolina nakon rehidratacije moZe se pripisati tome da je uloZzen
u ocvrScavanje Celijskog zida, Sto je sa druge strane, veoma vaZan pokazatelj njegovog znacaja
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u aklimaciji paradajza na vodni stres. Luki¢ i sar. (2020) pokazali su da prilikom izlaganja
biljaka vodnom stresu dolazi do znacajnog povecana aktivnosti antioksidativnih enzima, ¢iji
nivo ostaje poviSen u odredenom vremenskom periodu nakon suse, Sto se moze povezati sa
boljim prilagodavanjem biljaka na slededi stres. S tim u vezi, moZe se pretpostaviti da
povecana akumulacija prolina kod rehidratisanih flacca biljaka ucestvuje u memoriji stresa
koja doprinosi da se lakSe izbore sa ponovljenom suSom. U ovom istraZivanju je pokazano da
mehanizmi kojima se odvija biosinteza prolina nisu regulisani na ABA-zavisan nacin, odnosno
da je sadrZaj ABA u flacca ispod nivoa koji je potreban da moZe da bude okidac za aktivaciju
njegove biosinteze. Znacaj prolina ogleda se i u tome Sto je vaZan konstituent komponenti
matriksa cCelijskog zida (Cassab i Varner, 1988; Showalter, 1993). Samim tim, moZe se
pretpostaviti da tanji i nezniji listovi kod flacca se javljaju usled naruSene preraspodele
prolina u vancelijskom prostoru, odnosno njegovog umanjenog doprinosa u sintezi proteina
celijskog zida, Sto je nagoveSteno odloZenim smanjenjem sadrzaja prolina u rehidratisanim
biljkama (slika 23). Razli€iti metabolicki putevi u koje su uklju¢ene aminokiseline, kao Sto su
asparaginska kiselina, asparagin, treonin, alanin, ornirin, kao i neke aminokiseline
razgranatog bo¢nog lanca (valin i leucin) povezani su sa tolerancijom na susu kod biljaka (You
i sar., 2019; Pires i sar., 2016). Takode, aminokiseline razgranatog bo¢nog lanca znacajne su za
razvijanje tolerancije na suSu zato S$to predstavljaju alternativne izvore supstrata za
respiraciju (Pires i sar., 2016). Pomenute aminokiseline doniraju elektrone koji se koriste u
respiratornom lancu u uslovima stresa (Aradjo i sar., 2010). U brojnim istrazivanjima je
pokazano da se nivo nekih aminokiselina razgranatog bo¢nog lanca povecava pri izlaganju
biljaka susi, kao na primer u pSenici (Bowne i sar., 2012), mahunarkama (Sanchez i sar., 2012)
ili je¢mu (Swarcewicz i sar., 2017), ali i da se nakon rehidratacije njihov nivo vra¢a na
kontrolne vrednosti, $to ukazuje na to da je akumulacija ovih aminokiselina pod uticajem
sredinskih faktora (Joshi i sar.,, 2010). Sa druge strane, Urano i sar. (2009) su pokazali da
prilikom izlaganja Arabidopsisa suSi dolazi do indukcije u ekspresiji gena BCAT, Ciji proteinski
produkt je uklju¢en u biosintezu ovih aminokiselina, dok u NCED3 nc3-2 knockout mutantu je
suprimiran, $to ukazuje na ulogu ABA u ekspresiji BCAT i posledicno na regulaciju
metabolizma aminokiselina bo¢nog lanca. Medutim, usled razli¢itih promena nivoa leucina,
izoleucina i valina u okviru oba genotipa tokom suSe, moZe se pretpostaviti da ABA nije jedina
koja utice na homeostazu ovih aminokiselina.

S obzirom na smanjenje intracelularnog ugljen-dioksida moze se pretpostaviti da pri
dehidrataciji kod WT biljaka dolazi do povecane fotorespiracije koja je uslovljena smanjenom
provodljivo$¢u stoma izazvanom povecanim sadrzajem ABA. Sli¢ni rezultati u kojima je
povecana fotorespiracija indukovana suSom i zatvaranjem stoma pokazani su od strane
Pornsiriwong i sar. (2017). Medutim, odnos glicina i serina za koji je pokazano (Novitskaya i
sar., 2002) da direktno korelira sa fotorespiratornim fluksom, bio je niZi kod oba genotipa pri
vodnom stresu, da bi se nakon rehidratacije povecao 2-3 puta. Usled toga $to se amonijak
osloboden iz glicina prilikom fotorespiracije ponovo vraca u glicin preko serina, alanina ili
asparaginske kiseline, takode se moze pretpostaviti da postoji negativna korelacija izmedu
alanina i asparaginske kiseline sa fotorespiratornim fluksom (Novitskaya i sar., 2002).
Medutim, u ovom istraZivanju je pokazano da se alanin i asparaginska kiselina povecavaju pri
vodnom stresu, odnosno moze se pretpostaviti da je primarni donor amonijaka u susi u ovom
slucaju bila aminokiselina serin. Takode, znacajna akumulacija glutamina pri susi je
zabeleZzena u flacca, Sto se moze pripisati reasimilaciji suSom indukovane akumulacije
amonijaka, $to je pokazano u literaturi u listovima kod osetljivog i tolerantnog kultivara duda
(Ramanjulu i Sudhakar, 1997). Slobodan asparagin u biljkama predstavlja rezervu azota, a
takode je zaduZen za njegov transport usled visokog N/C odnosa. Pretpostavka je da se odnos
asparagina i asparaginske kiseline takode, pored nivoa hlorofila, moZe smatrati markerom
statusa azota u biljkama (Lea i sar., 2007). Kod WT biljaka odnos asparagina i asparaginske
kiseline ostao je nepromenjen nakon vodnog deficita, dok se sa druge strane, tri puta povecao
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u flacca biljkama (slika 25 i slika 22a), Sto moZe da ukaZe na to da je kod mutanta izvrSena
bolja suplementacija azotom, verovatno nekim alternativnim mehanizmima.

5.5. Uloga ABA u nastanku memorije stresa izazvane ponavljenim
ciklusima suSe

Bez obzira na postojanje konstitutivnih razlika u sadrzaju ABA izmedu genotipova,
prilikom izlaganja biljaka trima ciklusima suSe na svetlosti ve¢eg intenziteta u oba genotipa
doSlo je do akumulacije ABA, premda u vecoj meri u WT biljkama (slika 29). U WT biljkama
nakon svakog ciklusa suSe, rehidratacija je uticala da se sadrZaj ABA vrati na kontrolne
vrednosti, dok je u flacca mutantu slican trend zabeleZen jedino nakon drugog ciklusa suse.
Ove razlike u rehidrataciji izmedu genotipova mogu biti posledica toga da je ABA u formi ABA-
konjugata dominantna forma u flacca u tackama rehidratacije gde ostaje u vidu rezerve za
nadolazedi stres suSe (Auler i sar., 2021b). Ovakve vrednosti za ABA kod flacca mogu se
pripisati tzv. ABA-indukovanom ,kasnom efektu” u kome se preko ABA kontroliSe nivo
transpiracije i stepen otvorenosti stoma u ranoj fazi oporavka nakon suse (Puri¢ i sar., 2020).
Ovaj ABA-indukovan ,kasni efekat” moZe se smatrati jednom vrstom sigurnosnog mehanizma
koji obezbeduje biljkama brzi oporavak nakon suSe (Dorffling i sar., 1977; Stalfelt, 1955).
Usled izlaganja biljaka susi doslo je do povecane ekspresije NCED1 gena Sto je uskladu sa
zabeleZenom ABA akumulacijom u listovima paradajza (slika 35). Dobijeni rezultati za
povecanu ekspresiju NCED1 gena u susi pokazani su u literaturi (Auler i sar., 2021b; Duri¢ i
sar., 2020; Milosavljevi¢ i sar., 2012; Mufioz-Espinoza i sar., 2015). Ovi rezultati ukazuju na
pretpostavku da je veca ekspresija NCED1 gena u WT u tre¢em ciklusu suSe posledica de novo
ABA biosinteze, dok je u prvom i drugom ciklusu akumulacija ABA najverovatnije posledica
sinteze od vec postojecih prekursora, kao i oslobadanja ABA iz ABA-konjugata. U literaturi se
mogu naci podaci koji ukazuju da su ROS forme u uslovima stresa takode ukljucene u
neezimsku konverziju prekursora u ABA, $to bi moglo doprineti pove¢anoj ABA akumulaciji
kod ABA-deficijentnih mutanata (McAdam i sar., 2017; Postiglione i Muday, 2020). Stavise,
prema literaturnim podacima, akumulacija ABA cesto nije u korelaciji sa ekspresijom gena
ukljucenih u njenu biosintezu, zato $to nivo ABA zavisi i od njene redistribucije unutar listova,
kao i izmedu korena i izdanka (Auler i sar., 2021b; Davies i sar., 2005; Hartung i sar., 2002).

5.6. Uticaj ponovljenih ciklusa suSe na osetljivost stoma

Zatvaranje stoma predstavlja brZi fizioloSki odgovor koji sprecava odavanje vode u
uslovima suSe. Na svetlosti viSeg intenziteta, kada su biljke divljeg tipa bile izloZene prvom
ciklusu suSe, doSlo je do povecanja u sadrzaju ABA, a taj procenat indukovane ABA je
progresivno opadao tokom drugog i treceg ciklusa susSe (9-14%), Sto je bilo praceno skoro
potpuno zatvorenim stomama u trecem ciklusu (34,9 mmolm-2 s-1). Medutim, u susi su se
stome delimi¢no zatvorile i kod flacca, a pri tome nivo transpiracije je pokazao relativno
visoke vrednosti u sva tri ciklusa u poredenju sa WT, tj. vrednost za provodljivost stoma (gs) je
bila 2-5 puta povecana kod flacca. Kod flacca je tek u tretem ciklusu zatvaranje stoma
predstavljalo primarnu reakciju koja je nastala u odgovoru na vodni deficit, a bez obzira na to
Sto su postojale razlike u provodljivosti stoma izmedu genotipova tokom trajanja citavog
eksperimenta (slika 30). Zatvaranje stoma je prvenstveno bilo odredeno hemijskim signalom,
tj. nivoom ABA (Buckley, 2005; Munemasa i sar., 2015), ali i hidraulickim signalom, odnosno
promenom vodnog potencijala (Henry i sar., 2019).
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Kao Sto je vec receno, zatvaranje stoma kod oba genotipa bilo je najizraZenije u trecem
ciklusu suSe, dok su promene kako u hemijskom, tako i hidraulicCkom signalu bile najmanje
izraZene. Ovo je bilo prac¢eno istim trendom u promeni pH vrednosti ksilemskog soka kod oba
genotipa (sa 5,30 na 5,95 u WT, i 5,10 na 5,65 u flacca). Sli¢cno obrazac u ponasSanju ali ne i
stepen efiksnosti tokom procesa zatvaranja stoma kod WT i flacca moZe ukazati na postojanje
alternativnih mehanizama koji reguliSu otvorenost stoma pri ponovljenoj susi. Samim tim,
moZe se pretpostaviti da izlaganje biljaka ponovljenoj susi predstavlja svojevrsan okida¢ koji
omogucava promenu osetljivosti stoma na ABA u zavisnosti od promene vodnog potencijala
listova i pH. Takode se mozZe pretpostaviti da opadanje u sadrZaju ABA je kompezovano
pokretanjem alternativnih signalnih mehanizma, koji uti¢u na provodljivosti stoma i uc¢estvuju
u razvijanju memorije stresa. Dobijeni rezultati ukazali su na to da sadrzaj ABA koji je
potreban da podstakne brzo zatvaranje stoma mora da prede odredeni minimalni prag kod
flacca. Prikazani rezultati u ovom istraZivanju ukazuju na to da postoji drugaciji odnos izmedu
ABA, vodnog potencijala i provodljivosti stoma kod WT i flacca, odnosno da su hidraulicki
signalni koji u€estvuju u zatvaranju stoma dominantni kod flacca, a da je ABA-zavisan put
dominantan kod WT (slike 29 i 30). Nakon prvog ciklusa suSe indukovan je pad vodnog
potencijala kod WT i flacca, koji se nakon rehidratacije povecava i dostiZe one vrednosti koje
su veoma bliske kontrolnim, dok je u slede¢im ciklusima potencijal zadrZavao niZe vrednosti u
odnosu na kontrolne. Ovo je u skladu sa podacima u istraZivanju koje je radeno na Arabidopsis
thaliana, za koji je je pokazano da sredinski i faktori tokom razvi¢a uticu na ABA-stecenu
osetljivost stoma, gde je uoCeno da stadijum ontogeneze kod listova, kao i relativna vlaZnost
vazduha u njihovoj okolini uticu na stepen osetljivosti stoma za promenjen sadrZzaj ABA
(Pantin i sar., 2013).

5.7. Uticaj tri ciklusa suSe na akumulaciju prolina

Kao Sto je opsSte prihvaceno, akumulacija osmotski aktivnih jedinjenja smatra se
klju¢nim zaStitnim mehanizmom biljaka u susi. U prvom delu ovog istrazivanja, kada su biljke
gajene na intenzitetu svetlosti 250 umol m-2 s1 i bile podvrgnure jednom ciklusu suse,
akumulacija prolina u oba genotipa bila je slicna (10-13 puta), bez obzira na njihove
konstitutivne razlike (slika 23). Medutim, u drugom delu istrazivanja, kada su biljke bile
podvrgute trima ciklusima suSe i gajene na 800 umol m-2 s dobijen je drugaciji trend
akumulacije prolina. Pokazano je da je prvo izlaganje biljaka susi dovelo do tri puta vece
akumulacije prolina u WT, nego u flacca biljkama (slika 33). Ovo je u suprotnosti sa
rezultatima opisanim od strane Aroca i sar. (2008) gde je suSa imala negativan uticaj na
akumulaciju prolina u sitiens mutantu paradajza u poredenju sa divljim tipom. Suprotno tim
rezultatima, stres solima indukovao je vecu akumulaciju prolina u sitiens u odnosu na WT
(Poor i sar., 2018). PoviSeni nivo akumulacije prolina zabeleZen je i u tolerantnim
genotipovima pSenice i trave Axonopus compressus u poredenju sa osetljivim kultivarima
(Saeedipour, 2013; Nawaz i sar., 2020). Poredenje dinamike razgradnje prolina u rehidrataciji
nakon perioda susSe u flacca na 800 pmol m2 s-1 sa rezultatima na niZem intenzitetu svetlosti,
pokazuje efekat svetlosti na fotosintetsku aktivnost u uslovima suSe, odnosno na promene u
metabolizmu prolina (Abraham i sar., 2003). Najizrazenija akumulacija prolina u oba genotipa
bila je u prvom ciklusu suSe, dok su biljke nakon drugog i treceg ciklusa suSe slabije reagovale
akumulacijom prolina. Nakon trodnevnog perioda rehidratacije nivo prolina je vra¢en na
kontrolne vrednosti. Leufen i sar. (2016) pokazali su slican trend akumulacije prolina u
listovima Secerne repe u ponovljenoj susi, dok je u listovima kafe i listovima biljke Dipteryx
alata najveci stepen akumulacije prolina zabeleZen u trecoj susi (Alves i sar., 2020). Kod
biljaka divljeg tipa vodni potencijal opadao istim intenzitetom u sva tri ciklusa suse, u flacca
mutantu taj pad je bio najizraZeniji u drugom i treem ciklusu suSe. Nakon rehidratacije u
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drugom i tre¢em ciklusu kod oba genotipa, vrednosti vodnog potencijala i dalje su bile nesto
niZe nego u kontrolnim biljkama, $to upucuje na zakljuc¢ak da kapacitet akumulacije osmolita
nije bio dovoljan kako bi kompenzovao opadanje vodnog potencijala tokom ponovljene suse.
Takode, nije uocena ni korelacija izmedu biosinteze ABA i prolina u susi, Sto dalje implicira da
akumulacija prolina nije bila posredovana promenom ABA (Sharma i sar., 2011; Verslues i
Bray, 2006; Yoshiba i sar., 1997). Kao S$to je ve¢ pomenuto u prvom delu diskusije i ovde se
moZe pretpostaviti da je alternativna uloga prolina u su$i da ucestvuje u izgradnji, tj.
ocvrSnjavanju Celijskog zida (Aroca i sar., 2008) preko proteina bogatih (hidroksil)prolinom.
Pretpostavka je da je taj proces regulisan preko snabdevanja ugljenim hidratima iz
fotosinteze, kao i da produkcija razlicitih jedinjenja u fotosintezi i fenolnih jedinjenja na
slabijem intenzitetu svetlosti limitira o¢vrS¢avanje ¢ilijskih zidova.

Uzimajuci u obzir vrednosti za vodni potencijal (), prvi ciklus suSe imao je mnogo veci
uticaj u WT, nego u mutantu, Sto je prac¢eno i veCom akumulacijom prolina u WT, nego u flacca
(slike 31 i 33). Sa druge strane, u drugom i tre¢em ciklusu suSe suprotan trend za vrednosti
vodnog potencijala su zabeleZene u flacca. Takode, u oba genotipa, u svakom slede¢em ciklusu
razlike izmedu vrednosti vodnog potencijala izmedu dehidratisanih i rehidratisanih biljaka
bile su sve manje (Yan i sar., 2017).

5.8. Modifikacija celijskog zida i njena uloga u povecanju tolerancije
biljaka na stres suSe

U ovom poglavlju diskutovani su rezultati koji se odnose na morfoloske parametre
biljaka paradajza koje su gajene na intenzitetu svetlosti 800 pmol m-2 s-1 nakon produzZenog
oporavka posle prvog ciklusa suSe i nakon tri ciklusa suse. Smanjenje lisne povrsine, kao i
redukcija suve mase u WT biljkama zabeleZene su nakon tri ciklusa susSe, ali ne i nakon jedne
suSne epizode (tabela 4). Slicno, Gomes i sar. (2010) su pokazali da izlaganje biljaka trima
ciklusima suse utice na inhibiciju njihovog rastenja. Sa druge strane, u flacca je pokazano da je
sus$a (kako jedan, tako i tri ciklusa) dovela do gotovog udvostrucavanja suve mase listova, dok
je SLA znacajno redukovana u odnosu na kontrolne biljke. Ovi rezultati su u skladu sa
rezultatima opisanim u radovima gde je pokazano da je suSa imala stimulativan efekat na
rastenje kod oporavljenih biljaka lucerke (Erice i sar., 2010) i kukuruza (Sun i sar., 2016). Sa
druge strane, moZe se pretpostaviti da je manji efekat na procese rastenja u flacca nakon tri
ciklusa suSe u odnosu na produzeni oporavak nakon prve suSe uzrokovan kra¢im periodima
oporavka nakon druge i trece suSne epizode. Samim tim, moZe se pretpostaviti da aklimacioni
mehanizmi indukovani suSom ukljucuju redistribuciju ili pove¢anu sintezu jedinjenja, kao $to
su ugljeni hidrati, organske kiseline ili antioksidansi (Chen i sar., 2015; Rosa i sar., 2009).
Sli¢na produkcija suve biomase u oporavljenim biljkama (nakon R: i R3) ukazuje na to da je
stres suSe indukovao razvijanje adaptacionih mehanizama koji su podrazumevali samo
promene na morfoloSkom nivou. Dalje, ako bi se posmatrala povecana suva masa listova, kao i
lisna povrSina kod Ri biljaka, moglo bi se govoriti o znacaju trajanja perioda oporavka na
razvijanje memorije kod biljaka (Xu i sar.,, 2009). Ovakvo ponaSanje zapocinje tokom suse i
uspostavlja se tokom perioda oporavka.

Izlaganje biljaka susi dovodi do remodeliranja ¢elijskog zida i do promene u njegovoj
arhitekturi. Ove promene podrazumevaju akumulaciju i umrezavanje polimera kao Sto su
celuliza i hemiceluloza (Tenhaken, 2015), ¢ime se vrSi modulacija celijskog zida kako bi se
odrzali njegov turgor i elasti¢nost u uslovima suSe (Moore i sar., 2008).

Kao Sto je poznato, najve¢i doprinos u suvoj masi kod biljaka daju komponente
Celijskog zida. Samim tim, moZe se pretpostaviti da je u flacca suSom indukovano povecanje

biomase posledica akumulacije asimilata i njihove ugradnje u celijski zid. Pored toga,
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akumulacijom komponenti ¢elijskog zida doslo bi do zadebljanja listova, ¢ime bi se u stvari
moglo objasniti zaSto je suva masa oporavljenih flacca biljaka (R1 i R3) vec¢a od kontrolnih, ali
je SLA redukovana (tabela 4). Ove morfoloSke promene izazvane suSom mogu se pozitivno
odraziti na fotosintetsku efikasnost usled gusto zbijenih celija (Wellstein i sar., 2017). Takode
je pokazano u literaturi da je nakon suSe i perioda oporavka doSlo do stimulacije procesa
fotosinteze, odnosno moZe se pretpostaviti da su povecana fotosinteza i porast biomase
povezani sa time Sto se vrednosti za provodljivost stoma blago poveéavaju u odnosu na
vrednosti iz suSe (Xu i sar., 2009).

Na osnovu poredenja FTIR spektara ¢elijskih zidova oba genotipa u ovom istraZivanju
je dalje ispitivan uticaj suSe na promene u njihovoj strukturi (Kac¢urakova i sar., 2002; Kalisz i
sar., 2021; Liang i Marchessault, 1959; Marchessault, 1962; Simonovic¢ i sar., 2011; Stewart,
1996; Szymanska-Chargot i Zdunek, 2013). Shodno tome, a u zavisnosti od toga da li su biljke
bile izloZenje jednom ili trima ciklusima suSe doslo je do razli¢ite akumulacije komponenti
¢elijskog zida u oba genotipa. Sto se ti¢e biljaka divljeg tipa, najveéi stepen akumulacije
celuloze, hemiceluloze i lignina primecen je kod biljaka koje su bile izloZene produZenom
oporavku nakon jednog ciklusa suse (R1), ali ne i u Rz biljkama (slike 38-40). Sa druge strane,
najizraZanija promena u Celijskom zidu u flacca zabeleZen je posle oporavka nakon tri ciklusa
suSe. SadrZaj celuloze, ukupne hemiceluloze, kao i ksiloglukana kao najdominantnije
hemicelulozne komponente bio je znacajno povecan u oporavljenim biljkama nakon tri ciklusa
susSe, Sto je takode bilo pra¢eno akumulacijom lignina. Sa druge strane, najizraZenije promene
u celulozno-hemiceluloznom kompleksu u divljem tipu uocene su u oporavljenim biljkama
nakon jedne susne epizode. Znacaj akumulacije celuloze i hemiceluloze u ¢elijskom zidu u susi
ogleda se u tome S$to njihova povecana zastupljenost doprinosi odrZzavanju Celijskog turgora i
mehanicke potpore i rigidnosti, Sto predstavlja jedan od nacina o¢uvanja Celijskih struktura
od negativnog efekta vodnog stresa, a sa druge strane omogucava kontinualni rast (Le Gall i
sar., 2015; Roig-Oliver i sar., 2020a, 2020b). Takode, u brojnim studijama je pokazano da u
uslovima stresa suSe dolazi do povecane akumulacije lignina, kao i poveéane aktivnosti
enzima koji su ukljuCeni u njegovu biosintezu (Andrade i sar., 2019; Gu i sar., 2020;
Jiang i sar., 2012; Li i sar., 2020). Lignin kao hidrofobni polimer saCinjen od fenilpropanoidnih
jedinica doprinosi ocvrS¢avanju celijskog zida tako Sto ostvaruje kovalentne interakcije sa
celulozom i hemicelulozom, ¢ime se povecava mehanicka potpora zida, ali se utice i na
njegova propusna svojstva (Szechynska-Hebda i sar., 2016). S obzirom na fizicko-hemijske
osobine lignina, njegova akumulacija na povrsini ¢elija sprecava gubitak vode, te samim tim
doprinosi razvoju tolerancije na stres (Li i sar., 2020).

Analizom FTIR spektara takode je pokazano da je susa indukovala biosintezu pektina,
Ciji je sadrZaj prvenstveno bio povecan u zidu flacca listova oporavljenih biljaka i to nakon tri
ciklusa suSe. Sa druge strane, jedan ili tri ciklusa suSe u WT nije uticao na sadrZaj pektina, te je
njegov sadrzaj ostao nepromenjen. Sa druge strane, pokazano je da je sadrzaj bo¢nih lanaca
pektinskih polimera znacajno uvecan i to prvenstveno kod kultivara koji su tolerantni na susu
(Leucci i sar., 2008). U brojnim istrazivanjima je pokazano da se u Celijskom zidu kultivara
tolerantnih na suSu akumulira mnogo vise pektina nego u osetljivim kultivarima. Povecani
nivo pektina u ¢elijskom zidu oporavljenih biljaka u odnosu na kontrolne biljke zabeleZen je u
listovima Sumskog duvana (Clemente-Moreno i sar., 2019) i suncokreta (Roig-Oliver i sar.,
2020a). PoviSeni nivo pektina u celijskom zidu oporavljenih biljaka nakon tri ciklusa suse
ukazuje na njegov znacaj kao gelirajuceg agensa i antidesikanta koji u€estvuje u odrzavanju
hidratisanosti Celijskog zida tokom vodnog stresa (Roig-Oliver i sar., 2020b).

SuSom indukovano zadebljanje tkiva provodnog sistema (Chen i sar., 2006) moglo bi
da doprinese efikasnijem odrZavanju turgora kod biljaka sklonim brzom uvenucu, kao Sto je
flacca. Oc¢vrscavanje i zadebljavanje Celijskog zida koje je pra¢eno promenama i u njegovoj
strukturi su procesi koji su usko povezani sa cCelijskim rastom i stresom kojem je biljka
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izloZena (Xu i sar., 2009). Vodni deficit zasigurno je doprineo akumulaciji komponenti
¢elijskog zida i njihovom dodatnom umreZavanju, $to dalje dovodi do njegove fortifikacije
(ocvrscavanja) i sprecavanja odavanja vode transpiracijom.

Medutim, debljanje ¢elijskog zida se verovatno povecéava sa svakim slede¢im ciklusom
suSe, te na taj nacin moZe stvoriti neku vrstu fizioloSke memorije i posledicno da poboljsa
toleranciju biljaka na suSu. Sveobuhvatno posmatrano, akumulacija gore pomenutih
komponenti ¢elijskog zida u listovima flacca bila je najizraZenija nakon tri ciklusa susSe, $to
moZe da ukazuje na to da je mehanizam privikavanja biljaka na suSu bio prac¢en morfoloskim
promenama, koje doprinose boljem podnosSenju nastupajucih suSnih epizoda.

5.9. SuSom indukovan poremecaj redoks Ccelijske homeostaze u
listovima

Opste prihvacen uzrok oksidativnog stresa u biljkama koje su izloZene suSi jeste
inhibicija asimilacije COz usled zatvaranja stoma. U toj situaciji moZe do¢i do stimulacije
Melerove reakcije i oksigenacije Rubisco enzima $to favorizuje fotorespiraciju, ¢iji je jedan od
intermedijera H202 (Noctor i sar., 2002a). Literaturni podaci ukazuju na indukciju enzimskih i
neenzimskih sistema kod plodova biljaka gajenih na polju, a koje su bile izloZene susi
(Klunklin i Savage 2017). Pri jaCem i duZem izlaganju stresu dva kultivara koji se razlikuju u
toleranciji na susu, pokazano je da je nivo indukovanih antioksidativnih enzima u korelaciji sa
tolerancijom na vodni stres (Kusvuran i Dasgan, 2017). Pojacani efekat oksidativnog stresa
usled dodatnog povecanja koncentracije ROS u ¢elijskim kompartmentima moZe biti izazvan
smanjenjem RWC. U tim uslovima, narocito na viSim intezitetima svetlosti, moZe do¢i i do
fotooksidacije pigmenata (Hasanagi¢ i sar., 2020) i naruSavanja lipidne strukture membrana
(Laxa i sar., 2019). Sveobuhvatna analiza transkriptoma i proteoma antioksidativnog
metabolizma biljaka ukazala je da je tolerancija na suSu u Kkorelaciji sa aktivacijom
askorbatnog metabolizma u odnosu na tiol-redoks regulatorni sistem (Laxa i sar., 2019).
Uzimajuci u obzir da je askorbat najzastupljeniji neeznimski antioksidant u biljnim ¢elijama,
kao i da se njegov sadrzaj jednostavno odreduje, veoma cesto se koristi u biljnoj fiziologiji
stresa u cilju odredivanja stepena oksidativnog stresa i antioksidativnog odgovora (Majer i
sar.,, 2016). U ovom istraZzivanju kao indikator poremecaja redoks-homeostaze u biljci
korisc¢en je procenat oksidovanog askorbata. Dobijene vrednosti za redoks stanje askorbata
kod WT biljaka u susi (slike 42 i 44) nisu ukazale da je smanjenje stomatalne provodljivosti
znacajno povecalo produkciju ROS. Kako do eventualne akumulacije ROS moze do¢i samo ako
ona prevazilazi antioksidativni kapacitet Celija koji je uslovljen enzimskim i neenzimskim
komponentama antioksidativne zaStite (Noctor i sar., 2016), moZe se smatrati da je u naSem
istraZivanju taj kapacitet bio dovoljan da zastiti Celije od oksidativnog stresa, bez obzira na
primenjeni intezitet svetlosti.

Promene u sadrzaju redukovane i oksidovane forme aksorbata izazvane suSom
ukazuju na naruSenu celijsku redoks homeostazu, Sto moZe biti posledica ili aktivacije ROS
signalnog puta i aktiviranje antioksidativne odbrane, odnosno povecanje rizika od oSte¢ena
uzrokovanog oksidativnim stresom usled akumulacije ROS (Noctor i sar., 2014).

U eksperimentu na svetlosti intenziteta 800 m-2 s-1 pokazano je da suSom indukovana
oksidacija askorbata u flacca, ali ne i u WT ukazuje na veci stepen osetljivosti flacca na vodni
stres (slike 43 i 44). Stimulacija biosinteze askorbata u drugom i tre¢em ciklusu suse nakon
perioda oporavka doprinosi poveéanom redoks-stanju askorbata u flacca. lako sadrzaj
ukupnog aksorbata, kao i redoks stanje varira tokom razvojnog procesa kod oba genotipa,
konstitutivno visi sadrzaj je prime¢en u WT u odnosu na flacca tokom citavog trajanja

eksperimenta. Ova pojava je zabeleZena i u istraZivanju opisanom od strane Petrovi¢ i sar.
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(2020), dok je sa druge strane pokazano da se u listovima notabilis mutanta askorbat
akumulira u slicnoj koncentraciji kao i u listovima divljeg tipa (Li i sar.,, 2015). Slicna
zapaZanja pokazana su i u istraZivanju radenom na abi4-insensitive mutantu Arabidopsis
thaliana (Zhang i sar., 2016). Sa druge strane, povecano redoks stanje askorbata u flacca u
prvom ciklusu suSe kod biljaka gajenih na svetlosti intenziteta 250 m-2 s1 ukazalo je na
aktiviranje sistema antioksidativne odbrane i indirektno prisustvo ROS, a koje u sledec¢a dva
ciklusa suse nestaje (slika 42).

Brojna istrazZivanja su pokazala da prilikom izlaganja biljaka vodnom stresu dolazi do
znacajne akumulacija DHA u odnosu na kontrolne uslove, narocito kod kultivara koji su
osetljivi na susu (Gruszka i sar., 2018; Zhang i sar., 2019; lyer i sar., 2013). Sharma i Dubey
(2005) su pokazali da prilikom izlaganja pirin¢a blagom i jakom stresu suSe dolazi do
smanjenja sadrzaja askorbata u korenu i izdanku biljaka, Sto je praceno i smanjenjem
njegovog redoks-stanja. Takode, Hasanagi¢ i sar. (2020) su pokazali da izlaganje biljaka
paradajza prolongiranoj susi dovodi do smanjenja akumulacije askorbata u listovima, dok je
sadrzaj DHA ostao nepromenjen tokom svih 28 dana vodnog deficita. Ova istraZivanja su
takode u skladu sa istraZivanjima radenim na je¢mu (Gruszka i sar., 2018) i pirinc¢u (Chawla i
sar.,, 2013) gde je pokazana povecana akumulacija askorbata u tolerantnim u odnosu na
osetljive kultivare.

Povecana sinteza ukupnog askorbata u WT u rehidratisanim biljkama u trecem ciklusu
(slike 41 i 43), kao i povecana akumulacija epidermalnih flavonoida u istoj tacki (slika 48)
ukazuju na potencijalni znacaj antioksidanasa u razvijanju memorije prilikom izlaganja biljaka
ponovljenom stresu susSe. Ovi podaci su u skladu sa rezultatima publikovanim od strane Luki¢
i sar. (2020) gde je ustanovljeno da je memorija biljaka povezana sa aktivno$¢u enzima
antioksidativne odbrane. Takode, poznato je da svetlost visokog intenziteza, kao i UV-B
zraCenje indukuju akumulaciju epidermalnih flavonoida (Vidovi¢ i sar., 2015a). Medutim, u
ekperimentu na intenzitetu svetlosti 250 umol m-2 s1 nije dosSlo do znacajne akumulacije
epidermalnih flavonoida, Sto je direktni pokazatelj toga da sam stres susSe u odsustvu svetlosti
visokog intenziteta, odnosno UV-B zracCenja nije mogao da bude okida¢ koji bi izazvao
znacajne promene u njihovoj koncentraciji.

U uslovima vodnog stresa cesto dolazi do smanjene sinteze hlorofila (Jaleel i sar,
2009). Medutim, u ovom istrazivanju je pokazano da vodni stres na oba intenziteta svetlosti
nije inhibirao sintezu hlorofila u oba genotipa. Pri intenzitetu svetlosti od 250 pmol m-2 s-1 u
drugom i trecem ciklusu suSe pokazana je povecana biosinteza hlorofila kod WT, dok je na
svetlosti intenziteta 800 umol m-2 s-1 ova promena uocena kod oba genotipa. Povecéani sadrzaj
hlorofila u uslovima stresa suSe moZe biti posledica odavanja vode, odnosno opadanja
Celijskog turgora, kao i smanjenja lisne povrSine, Sto finalno dovodi do povecane
koncentracije hlorofila (Rolando i sar., 2015). PoviSeni nivo hlorofila u odnosu na kontrolne
biljke u trecem ciklusu suSe kod oba genotipa u skladu je sa smanjenom lisnom povrSinom
biljaka koja je izmerena na kraju eksperimenta, kao i smanjenom biomasom listova (tabela 4).

5.10. Uticaj ponovljenih ciklusa suSe i svetlosti razli¢itog intenziteta na
ekspresiju nekodirajuc¢ih RNK molekula

U ovom istraZivanju, pri niskom i visokom intenzitetu svetlosti nisu detektovane
nekodiraju¢e RNK manje manje od 35 nukleotida (nt); tj. profil izolovanih nkRNK je u opsegu
od 35 do 300 nt. Pri niZzem intenzitetu svetlosti isti profil nkRNK izolovan je u oba genotipa,
odnosno moZe se samo govoriti o razlicitom nivou akumulacije pojedina¢nih nkRNK u WT i
flacca. Sa druge strane, na viSem intenzitetu svetlosti uocavaju se konstitutivne razlike izmedu
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genotipova, odnosno u WT nisu detektovane nkRNK veli¢ine oko 100 nt i 300 nt, dok je u
flacca primeceno odsustvo nkRNK velic¢ine 50 nt.

Do sada veoma malo podataka ima o nekodiraju¢im RNK veli¢ine 50-300 nt. Pokazano
je da su one regulisane slicnim genetskim i epigenetskim mehanizmima kao i RNK koje
kodiraju proteine, kao i da pokazuju odredene obrasce ekspresije koji su regulisani razvi¢em.
Pokazano je da usled smanjene ekspresije pojedinih nekodiraju¢ih RNK srednje duZine dolazi
do ocigledne promene na molekularnom nivou, kao i do promena na nivou fenotipa, ukazujuci
na njihov znacaj tokom rastenja i razvica biljaka (Liu i sar., 2013; Wang i sar., 2017). Ove
nkRNK ucestvuju u procesima targetne mimikrije mRNK, ali i u razli¢itim fazama tokom
epigenetske regulacije (Franco-Zorrilla i sar., 2007; Heo i Sung, 2011). Brojne studije su
pokazale da izlaganje biljaka stresu suSe dovodi do promene u ekspresiji pojedinih dugackih
nekodiraju¢ih RNK (preko 200 nt) (Qi i sar., 2013; Chung i sar., 2016). Takode, neki istrazivaci
dugackim nekodiraju¢im RNK molekulima smatraju i one c¢ija duzina prelazi tek 100 nt, te da
su mnogi od njih pomenuti prekursori mikroRNK manje duZine (Gomes i sar., 2013). Posto je
u ovom istrzivanju uradeno samo razdvajanje nekodiraju¢ih RNK na osnovu duzine, ali ne i
njihova identifikacija, moZe se pretpostaviti da su neke RNK preko 100 nt ustvari prekursori
mikroRNK koje ovde nisu detektovane, a koje su ukljucene u razvijanju tolerancije na stres
suSe. Takode, dugacke nekodiraju¢e RNK su i prekursori razli¢itih mikroRNK koje su
ukljucene u metabolizam azota ili u odbrani od razli¢itih patogena (Wang i sar., 2017).
Ekspresija mikroRNK u susi je identifikovana kod brojnih biljnih vrsta, kao Sto su detelina
(Wang i sar., 2011), kukuruz (Liu i sar., 2019), soja (Kulcheski i sar., 2011), krompir (Yang i
sar., 2019b), pirina¢ (Nadarajah i Kumar, 2019), duvan (Chen i sar., 2017).

Prilikom gajenja biljaka na niZem intenzitetu svetlosti povecana ekspresija nkRNK
veliCine preko 100 nt prisutna je samo kod WT biljaka u drugom ciklusu suSe, odnosno u
trecem ciklusu rehidratacije, dok je u svim ostalim ciklusima suse, kao i u slucaju flacca
mutanta akumulacija ovih RNK je pribliZzno izjednafena sa onom u kontrolnim uslovima. Sa
druge strane, izlaganje biljaka ciklusima suSe na viSem intenzitetu svetlosti uticalo je na
povecanu akumulaciju nkRNK veli¢ine 150 nt u prvom ciklusu suse kod WT, ¢iji se nivo
odmah nakon rehidratacije vratio na kontrolne vrednosti. Sa druge strane, u drugom ciklusu
suSe akumulacija nkRNK veli¢ine 150 nt i 200 nt bila je znacajno niZa nego u kontrolnim
uslovima, dok je rehidratacija uticala na njihovo vracanje na kontrolne vrednosti, Sto je u
drugom ciklusu bilo pra¢eno povecanom akumulacijom nkRNK veli¢cine 50 nt. U flacca
biljkama prvi ciklus suse indukovao je blago povecanje nkRNK veli¢ine 150 nt, ¢iji je nivo u
drugoj i trecoj susi bio slican kontrolnim uslovima. Sa druge strane, pove¢ana akumulacija
nkRNK veli¢ine 200 nt u flacca je zabeleZena samo u tre¢em ciklusu suSe i rehidratacije.
Dobijeni podaci sli¢ni su onima koji su dobijeni za dugacke nekodiraju¢e RNK (IncRNK, eng.
long noncoding RNA) na pirincu gde su biljke gajene u hidroponi¢nim uslovima, a zatim u
kratkim vremenskim interavalima izlagane viSestrukim periodima dehidratacije i
rehidratacije (Li i sar., 2019). Nakon svakog ponovljenog ciklusa uradena je analiza ovih
nkRNK i uskladena sa bazom podataka za prekursore miRNK (miRBase). Tako je pokazano da
12 dugackih nkRNK mogu biti prekursori miRNK, od kojih jedna, oznaCena kao
TCONS 00028567 je imala ulogu u razvijanju memorije kod pirin¢a. Ova nkRNK je imala
povecanu ekspresiju nakon drugog ciklusa suSe, dok je u trecoj rehidrataciji i ¢etvrtoj susi
pokazan efekat memorije, mada sa nizim nivoom ekspresije od one koja je dobijena u drugoj
susi. Za ovu nkRNK je pokazano da pripada grupi dugackih nekodiraju¢ih RNK koje su
pozitivno eksprimirane delovanjem suSe (DRIR). Isti obrazac ekspresije primecen je za
osa-MIR1428e, koja i funkcioniSe kao post-transkripcioni regulator i najverovatnije je
dobijena splajsovanjem iz ove nkRNA (Li i sar., 2019). Kod Arabidopsis thaliana u uslovima
suSe su identifikovane duge nkRNK tipa DRIR, koje pozitivho uticu na transkripte ABA-
zavisnih gena (P5CS1, RD29A,B i ABI5) aneksina (ANNAT?7) i akvaporina (TIP4, NIP1) (Gelaw i
Sanan-Mishra., 2021). Takode, u istraZivanju na paradajzu u suSi je pokazana povecana
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akumulacija nkRNK_tomato_467, ciji je potencijalni target gen povezan sa K* kanalom, dok su
druge nkRNK i njihovi ciljani geni imali smanjenu ekspresiju (Eom i sar., 2019). Postojanje
ovakve zavisnosti sa K* kanalima moZe biti od znacaja u signalnim mehanizmima koji su
prisutni tokom procesa zatvaranja stoma.

U ovaj tezi je zapaZena povecana ekspresija nkRNK od 250 nt na svetlosti niZeg
inteziteta samo tokom drugog ciklusa suSe. Sa druge strane, na svetlosti veceg inteziteta kod
flacca, za razliku od WT, je tokom svih tremana prisutna nkRNK od 300 nt. Ove nkRNK i
njihovo karakteristicno eksprimiranje moZe biti dovedeno u vezu sa hormonskom signalnom
transdukcijom, signalnim putevima za kalcijum ili sintetskim fenilpropanoidnim putem,
odnosno mozZe biti povezano sa sintezom lignina (Mauch-Mani i sar.,, 2017; Herlihy i sar.
2020). Prilikom gajenja biljaka na niZem intenzitetu svetlosti u prvom ciklusu suSe pokazana
je povecana ekspresija nkRNK veli¢ine 35-75 nt, koja se u drugom i tre¢em ciklusu gubi.
Takode jedino odsupanje uocava se kod WT biljaka u tre¢em ciklusu suSe kada je primec¢ena
najveca akumulacija nkRNK veli¢ine 65 nt. MoZe se pretpostaviti da karakteristicno odsustvo
nkRNK veli¢ine 35 nt i 50 nt u rehidrataciji nakon druge susSe na niZzem intenzitetu svetlosti,
kao i odsustvo kod svih tretmana u trecem ciklusu ukazuje na njihov znacaj u procesima
razvica biljaka.

miRNK i dugacke nkRNK predstavljaju dva tipa veoma vaznih nekodiraju¢ih RNK ¢ije
interakcije igraju vaznu ulogu u razli¢itim bioloSkim procesima, uklju€ujuci rastenje, razvice,
reprodukciju i odgovor biljaka na stresne uslove (Liu i sar. 2015). Kod paradajza u uslovima
suSe identifikovano je viSe od 500 obrazaca interakcije miRNK i dugackih nkRNK, pri ¢emu je
vecina interakcija ostvarena zahvaljuc¢i miRNK iz porodica sli-miR156, sli-miR390, sli-miR482,
sli-miR5302 i sli-miR9476 (Eom i sar., 2019).

Jedna od najkonzervativnijih i visoko eksprimiranih miRNA u biljkama jeste miR156
Cija je prekomerna ekspresija rezultirala drasticnim morfoloSkim promenama, odloZenom
cvetanju, povecanim razvi¢em korena i pove¢anom produkcijom biomase (Xie i sar,, 2012; Fu i
sar., 2012; Cui i sar., 2014). Ove promene direktno sugeriSu na to da miR156 ima znacajne
regulatorne funkcije u rastenju i razvi¢u biljaka. Takode, miR156 reguliSe toleranciju na stres
soli i suSe, preko regulacije SPL genske familije za transkripcione faktore (eng. squamosa
promoter-binding protein-like). Ovi geni su glavni regulatori razli¢itih bioloSkih procesa,
ukljucujuci promenu faze razvica biljaka (od vegetativne do reproduktivne), kao i sekundarni
metabolizam i reakcije biljaka na stres (Cui i sar., 2014, Stief i sar.,2014; Wang i sar., 2015;
Arshad i sar., 2017).
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6. Zakljucci

e Na osnovu uporedne analize konstitutivnih parametara u flacca i divljem tipu moZe se
izvesti zakljucak da je odrzavanje homeostaze ABA od izuzetnog znacaja za rastenje i
razvicCe paradajza i u uslovima optimalnog vodnog reZima. Takode, moZe se smatrati da
je flacca mutant izuzetno pogodan model sistem za proucavanje uticaja sniZenog nivoa
ABA na razvoj strategija za razvijanje tolerancije na susu.

e U ovom radu je pokazano da stres suSe pri niskom intenzitetu svetlosti nije znacajno
uticao na promene u svezoj i suvoj masi kod WT i flacca mutanta u odnosu na
kontrolne biljke. Kod WT stres suse nije izazvao promene u odnosu sveze mase i lisne
povrsine, dok je kod flacca odnos suve mase i lisne povrSine znacajno opao u odnosu
na kontrolne biljke.

e Rehidratacija nakon izlaganja biljaka jednom ciklusu suSe pri niskom intenzitetu
svetlosti nije izazvala znaCajne promene u svezoj i suvoj masi listova, kao ni u povrsini
listova.

e U ovom radu prikazan je opseZan konstitutivni profil proteinogenih aminokiselina u
listovima divljeg tipa Ailsa Craig i njegovom mutantu sa 20% redukovanim sadrZajem
ABA koji su gajeni pri niZzem intenzitetu svetlosti. Pokazano je da mutant flacca
konsitutivno sadrzi visSe slobodnih aminokiselina u odnosu na WT biljke (sadrzaj 13
aminokiselina je veci u flacca, nego u WT).

e Mutant flacca konsitutivno sadrzi viSe rastvornih ugljenih hidrata i Se¢ernih alkohola u
odnosu na WT biljke, kao Sto su galaktoza, arabinoza, ksiloza i sorbitol.

e Konstitutivni sadrZaj fenolnih jedinjenja (hidroksibenzoeve kiseline, hidroksicimetne
kiseline, flavon-3-oli i antocijani) nizi je u flacca u odnosu na WT, $to ukazuje da je na
racun povecane biosinteze aminokiselina i ugljenih hidrata smanjen fenilpropanoidni
put i biosinteza ovih jedinjenja u flacca.

e Povecani sadrzaj aminokiselina i ugljenih hidrata u mutantu flacca mogao bi biti
kompenzacioni mehanizam u sprecavanju celijske dehidratacije, koja je uzrokovana
vecom otvoreno$c¢u stoma usled niZih vrednosti konstitutivne i inducibilne ABA.

e Izlaganje biljaka divljeg tipa (WT) i flacca mutanta jednom ciklusu suSe pri niZem
intenzitetu svetlosti dovelo je do zatvaranja stoma, sniZenih vrednosti vodnog
potencijala u flacca i izrazite akumulacije ABA u WT, Sto je praceno poveanom
ekspresijom NCED1 gena kod oba genotipa.

e Usled nepromenjenih vrednosti vodnog potencijala nakon jednog ciklusa suSe na
nizem intenzitetu svetlosti u WT biljkama, moZe se zakljuciti da zatvaranje stoma
nastaje najve¢im delom zbog akumulacije ABA, dok kod flacca to preteZzno nastaje kao
posledica alternativnih hidraulickih regulatornih mehanizama koji uti¢u na
provodljivost stoma.

e Povecan nivo ABA u rehidrataciji pri niskom intenzitetu svetlosti u WT je u skladu sa
povecanom ekspresijom NCED1 gena, dok su promene i ABA i NCED1 u flacca u
medusobnoj suprotnosti.

e Stres suSe izazvao je akumulaciju aminokiseline prolina kod oba genotipa biljaka
gajenih pri niskom intenzitetu svetlosti. Do povecane sinteze prolina u flacca doslo je
bez obzira na nepromenjeni sadrzaj ABA, Sto ukazuje na ukljucivanje drugih
regulatornih mehanizama, odnosno na niZi prag ABA potreban za pokretanje
akumulacije prolina u susi.

e Akumulacija prolina, njegovih prekursora i pojedinih aminokiselina razgranatog
bocnog lanca u oba genotipa pri niskom intenzitetu svetlosti, kao i glukoze i fruktoze u
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flacca, odnosno sorbitola u WT ukazuju na njihovu znacajnu ulogu u aklimaciji i
rastenju biljaka tokom suse i rehidratacije.

Izlaganje biljaka divljeg tipa (WT) i flacca mutanta trima ciklusima suSe pri viSem
intenzitetu svetlosti uticalo je na akumulaciju ABA kod oba genotipa, koja je bila
pracena povecanom ekspresiju NCED1. U rehidrataciji kod WT nivo ABA vratio se na
kontrolne vrednosti, dok je kod flacca to postignuto tek nakon drugog i treceg ciklusa.
Tri ciklusa suse pri viSem intenzitetu svetlosti su mnogo izraZenije uticali na zatvaranje
stoma kod WT, nego kod flacca mutanta. Najintenzivnije zatvaranje stoma kod WT
zabeleZeno je u trecem ciklusu suSe i nije u korelaciji sa akumulacijom ABA. Ovo
ukazuje na to da ponavljajudi ciklusi suSe modifikuju osetljivost stoma na hemijske i/ili
hidraulicke signale, $to ukazuju na moguénost da €ine deo memorijskog mehanizma
stresa.

Sa ponavljanjem ciklusa suSe pri viSem intenzitetu svetlosti akumulacija prolina je
znacajno opadala kod oba genotipa, te se moZe re¢i da njegova osmoprotektivna uloga
nije od znacaja za razvoj memorije uzrokovane stresom suse, ve¢ je pretpostavka da
ima ulogu u modifikaciji ¢elijskog zida.

Tri ciklusa suSe pri viSem intenzitetu svetlosti nisu znacajno uticala na sadrzaj
najzastupljenijih ugljenih hidrata kod oba genotipa, stoga se ne moZe govoriti o
njihovoj akumulaciji kao zaStitnom mehanizmu pri izlaganju vodnom stresu.

Pove¢ana akumulacija ukupnog askorbata u flacca u tri ciklusa suSe na viSem
intenzitetu svetlosti ukazuje na veci stepen osetljivosti mutanta na stres suse u odnosu
na WT biljke.

PoviSeni nivo ukupnog askorbata u rehidrataciji u tre¢em ciklusu (na oba intenziteta
svetlosti), kao i povecana akumulacija epidermalnih flavonoida ukazuju na potencijalni
znacaj antioksidanasa u razvijanju memorije prilikom izlaganja biljaka ponovljenom
stresu suse.

Pri gajenju biljaka na viSem intenzitetu svetlosti produZeni oporavak nakon prvog
ciklusa susSe imao je stimulativno dejstvo na porast sveze i suve mase listova, kao i lisne
povrsine kod oba genotipa. Rehidratacija nakon tri ciklusa suse uzrokovala je da ovi
morfoloski parametri budu niZi (WT) ili jednaki (flacca) vrednostima kod optimalno
zalivanih biljaka.

MozZe se pretpostaviti da pri odredenim uslovima nametnutim nizim sadrzajem ABA
(u flacca) dolazi do modifikacije strukture celijskog zida. Ojac¢avanje ¢elijskog zida, a
samim tim i povecanje njegove sposobnosti da zadrZi vodu je nastalo kao posledica
intezivnijeg umreZavanja izmedu celuloze, hemiceluloze, pektina i proteina bogatih
hidroksiprolinom.

Kod biljaka koje su gajene na viSem intenzitetu svetlosti, produzeni oporavak nakon
prvog, odnosno rehidratacija nakon tri ciklusa suSe imale su drugaciji efekat na
akumulaciju komponenti celijskog zida u WT i flacca mutantu. Najveca akumulacija
celuloze, hemiceluloze i lignina u WT zabeleZena je nakon produZenog perioda
oporavka nakon jednog ciklusa suSe. U flacca najvete promene u akumulaciji
komponenti ¢elijskog zida detektovane su u rehidrataciji nakon tri primenjena ciklusa
suse.

Za razliku od svetlosti nizeg, pri svetlosti viSeg intenziteta pokazano je da postoje
konstitutivne razlike u ekspresiji nkRNK molekula izmedu divljeg tipa i flacca mutanta.
Na svetlosti oba intenziteta profil izolovanih nkRNK bio je u opsegu od 35 do 300 nt.
Pri nizem intenzitetu svetlosti odsustvo nkRNK veli€ine 35 nt i 50 nt u rehidrataciji u
drugom ciklusu, kao i odsustvo kod svih tretmana u tre¢em ciklusu ukazuje na znacaj
ovih nkRNK u procesima razvica biljaka.
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Pri svetlosti veCeg intenziteta jedino je kod flacca karakteristicno prisustvo nkRNK
veli¢ine 300 nt, Sto bi moglo da ukaZe na njihovu ucesce u regulaciji fenilpropanoidnog
puta, odnosno na sintezu lignina. Takode, moZe se pretpostaviti da je povecanje ili
smanjenje nivoa ekspresije nkRNK u opsegu od 150-250 nt kod oba genotipa
povezano sa regulacijom ABA-zavisnih gena.

Uopsteno posmatrano, akumulacija osmotski aktivnih jedinjenja (ugljeni hidrati i
aminokiseline) kod WT i flacca mutanta, kao i morfoloSke promene uticu na
modifikaciju mehanizama tolerancije na susu kod paradajza.

Uzimajudi u obzir rezulate dobijene u ovoj disertaciji, moZe se zakljuciti da izlaganje
biljaka ciklusima suSe znacajno utice na promene u provodljivosti stoma, akumulaciji
askorbata i epidermalnih flavonoida, u arhitekturi ¢elijskog zida, kao i u ekspresiji
nkRNK molekula, Sto potencijalno moZe doprineti razvijanju memorije na ponovljeni
stres suSe.
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8. Prilozi

Tabela P1. Rezultati dvo-faktorske ANOVA-e prikazuju efekte tretmana (susa - D i rehidratacija - R), genotipa
(divlji tip i flacca mutant) i njihove interakcije na sadrzaj ABA, provodljivost stoma i ukupni vodni potencijal u

listovima paradajza.

Parametar IZV(.).r . df F p Parametar Izvc-).r y df F p
varijacije varijacije
Genotip 1 21,31 0,000110 Genotip 1 41,65 0,000003
Tretman 1 20,37 0,000143 Tretman 1 10,13 0,004671
ABA (D) Genotip x ABA (R) Genotip x
1 2,53 0,125117 1 2,54 0,126837
tretman tretman
Genotip 1 238,13 0,000000 Genotip 1 588 0,027575
Tretman 1 72,62 0,000000 Tretman 1 16,61 0,000882
g (D) Genotip x & (R) Genotip x
1 13,99 0,000638 1 11,18 0,004127
tretman tretman
Genotip 1 46,30 0,000004 Genotip 1 7,30 0,019243
Tretman 1 35,80 0,000019 Tretman 1 0,53 0,481897
w(D) Genotip x W(R) Genotip x
34,24 0,000025 4,55 0,054340
tretman tretman

Tabela P2. Rezultati dvo-faktorske ANOVA-e prikazuju efekte tretmana (susa - D
genotipa (divlji tip i flacca mutant) i njihove interakcije na svezu i suvu masu listova i lisnu povrsinu kod

biljaka paradajza.

i rehidratacija - R),

Parametar Izvc.).r . df F p Parametar IZV(.).F " df F p
varijacije varijacije
Genotip 1 91,05 0,000001 Genotip 1 610,92 0,000000
Sveza Tretman 1 0,59 0,458391 Sveza Tretman 1 9,76 0,008777
masa (D) Genotip x 1 508  0,043763 masa (R) Genotip x 0,29 0,600238
tretman tretman
Genotip 1 36,72 0,000057 Genotip 1 38,63 0,000045
Suvamasa Tretman 1 7,10 0,020645 Suvamasa Tretman 1 0,69 0,422220
(D) Genotipx 4 447 0382027 (B Genotip x 0,02 0882670
tretman tretman
Lisna Genotip 1 91,05 0,000001 Lisna Genotip 1 140,67 0,000000
. Tretman 1 0,59 0,458391 . Tretman 1 0,91 0,358278
povrsina Genotin x povrsina Genotip x
(D) P 1 508 0043763  (R) p 1 029 0600880
tretman tretman

Tabela P3. Rezultati Tukey post hoc teska prikazuju efekte tretmana (susa - D) i genotipa (divlji tip i
flacca mutant) na sadrZaj jabucne i limunske kiseline kod biljaka paradajza.

Parametar Izvor varijacije df F D
Jabuéna kiselina Genotip 1 46,817 0,000132
(D) Tretman 1 0,146 0,712305
Genotip x tretman 1 120,290 0,000004
Limunska Genotip 1 20,6098 0,001900
kiselina (D) Tretman 1 28,2384 0,000716
Genotip x tretman 1 0,0162 0,901958
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Tabela P4. Sadrzaj raastvornih ugljenih hidrata u listovima WT i flacca mutanta izloZenih susi u trajanju od Sest dana (D) koja je pracena periodom rehidratacije u
trajanju od Sest dana (R). Odgovarajuce kontrole predstavljene su oznakama Cp i Cr. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n24). Razlicita slova predstavljaju
statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05). Mala slova odnose se na razlike za tretman suSom, dok se velika slova

odnose na razlike u periodu rehidratacije.

WT flacca flacca
Cp D ) D Cr R Cr R
Heksoze (umol g1 FW)
Glukoza 12,38+ 0,952 12,60 + 0,382 13,16 £ 0,732 19,94 +2,19? 12,61 £ 0,83 4B 11,04 + 0,308 17,76 £ 1,65¢ 15,79 + 0,468¢
Fruktoza 8,65+0,502 7,78 £ 0,932 7,830,352 9,01+0912 8,35+ 0,524 8,47 + 0,194 11,70 £0,9148 15,27 + 1,468
Galaktoza 0,25+0,022 0,48 +0,09" 1,38+ 0,06¢ 1,24 +0,18¢ 0,26+ 0,034 0,53 +0,1148 0,96 + 0,088 1,61+0,17¢
Pentoze (umol g* FW)
Arabinoza 0,15+0,012 0,39 +0,06" 0,79+0,17¢ 0,73+0,07¢ 0,08 +0,014 0,34+ 0,088 0,78 +0,03¢ 0,95 +0,09¢
Ramnoza 0,07 +0,01" 0,08+0,012 0,06 + 0,01V 0,08+0,01" 0,10 + 0,018 0,07+ 0,014 0,13 +0,01¢ 0,13 +0,01¢
Ksiloza 0,49+0,012 0,53+0,042 0,69+0,02) 0,390,072 0,50 + 0,024 1,29 +0,08¢ 0,69 + 0,0248 0,81+ 0,088
Disaharidi (umol g1 FW)
Saharoza 0,69 +0,10bc 0,41 +0,042 0,63 + 0,04V 0,78 +0,03¢ 0,39+ 0,0648 0,73 £ 0,06¢ 0,32+0,014 0,50 £ 0,048
Trehaloza 0,08+0,012 0,26 £ 0,04V 0,02+0,012 0,03+0,012 0,13+0,018 0,12 £ 0,028 0,03+0,014 0,03+0,014
Melibioza 0,24 £0,01" 0,24 £ 0,02V 0,11+0,012 0,11+£0,012 0,23+0,188 0,49 £ 0,01¢ 0,14 £ 0,014 0,15+0,014
Maltoza 0,19 + 0,02 bc 0,23+0,02¢ 0,13+0,012 0,14 +0,012b 0,20 + 0,028¢ 0,26 + 0,04¢ 0,11+0,014 0,14 +0,0148
Oligosaharidi (nmol g1 FW)
Maltotrioza 16,24 + 2,222 21,46 +0,662> 21,81 +1,142 24,48 £ 0,18P 21,57 £1,0648 19,23 £ 0,764 23,23 £0,488 24,72 £1,168
Rafinoza 43,28 +1,83) 44,34 +191b 31,03+ 0,267 31,04 £ 0,392 47,38 +2,978C 54,91 + 0,49¢ 38,81+0,544 39,69 +0,6148
Panoza 13,44 £ 0,15 17,45 + 3,44 12,44 + 0,492 15,87 £ 1,442 18,32 +1,824 22,15+ 0,567 40,87 +0,398 39,71 +1,278
Stahioza 12,33 +1,262> 12,98+ 1,41b 9,75+ 0,432b 9,15+0,27a 16,29 +1,784B 19,27 + 0,438 14,27 £ 0,594 14,93 £+ 0,564B
Secerni alkoholi (umol g-! FW)
Sorbitol 1,03+ 0,082 1,65+0,13" 4,16 £0,14¢ 558+0,71¢ 1,69 £0,174 1,64 + 0,204 587 +0,138 5,83 +0,588
Ukupni ugljeni hidrati
(umol g FW)
24,31+0,752 24,74 + 1,042 29,04 £ 1,142 38,11 £3,97"b 24,64 + 0,894 25,10 £ 0,644 38,61 +0,85P 41,33 +1,728
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Tabela P5. Rezultati dvo-faktorske ANOVA-e prikazuju efekte tretmana (susa - D i rehidratacija - R), genotipa (divlji tip i flacca mutant) i njihove interakcije na
sadrzaj rastvornih ugljenih hidrata. Skracenice: Glukoza - Glc, Fruktoza - Fru, Galaktoza - Gal, Arabinoza - Ara, Ramnoza - Rham, Ksiloza- Xyl, Saharoza - Suc,

Trehaloza - Tre, Melibioza - Mel, Maltoza - Mal, Maltotrioza — Malt, Rafinoza - Raf, Panoza - Pan, Stahioza - Stach, Sorbitol - Sor.

Parametar Izvc.).r . df F p Parametar Izvc').r . d F p
varijacije varijacije f

Glc (D) Genotip 1 1717 0,00086  Glc (R) Genotip 1 2642 0,00024
Tretman 1 11,85 0,00363 Tretman 1 3,38 0,09079
Genotip x 1 10,54 0,00542 Genotip x 1 0,04 0,84456
tretman tretman

Fru (D) Genotip 1 0,084 0,77760  Fru (R) Genotip 1 31,46 0,00012
Tretman 1 0,04 0,83165 Tretman 1 417 0,06363
Genotip x 1 2,047 0,17796 Genotip x 1 3,64 0,08072
tretman tretman

g;;/ Fruratio .. otip 1 17,02 0,00140 (Gllé/ Fruratio .. otip 1 2,83 0,11804
Tretman 1 16,47 0,00158 Tretman 1 34,96 0,00007
Genotip x 1 2,02 0,18092 Genotip x 1 5,81 0,03284
Tretman tretman

Gal (D) Genotip 1 289,32 0,00000  Gal (R) Genotip 1 67,08 0,000003
Tretman 1 0,57 0,46262 Tretman 1 17,41 0,001293
Genotip x 1 11,33 0,00392 Genotip x 1 3,03 0,107071
tretman tretman

Ara (D) Genotip 1 121,70 0,00000  Ara (R) Genotip 1 185,79 0,000000
Tretman 1 450 0,05216 Tretman 1 20,09 0,000377
Genotip x 1 11,37 0,00455 Genotip x 1 0,86 0,368015
Tretman tretman

Rham (D) Genotip 1 3,00 0,10247  Rham (R) Genotip 1 122,33 0,000000
Tretman 1 11,73 0,00347 Tretman 1 21,27 0,000599
Genotip x 1 7,55 0,01431 Genotip x 1 1773 0,001210
tretman tretman
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Tabela P5. (nastavak tabele sa prethodne strane)

Izvor

Izvor

Parametar e df F p Parametar e d F p

varijacije varijacije f

Xyl (D) Genotip 1 0,78 0,39002 Xyl (R) Genotip 1 5,34 0,039488
Tretman 1 12,96 0,00240 Tretman 1 51,48 0,000011
Genotip x 1 21,04 0,00030 Genotip 1 27,76 0,000198
Tretman Tretman

Suc (D) Genotip 1 15,51 0,001176 Suc (R) Genotip 1 9,23 0,010306
Tretman 1 3,08 0,098583 Tretman 1 32,40 0,000100
Genotip x 1 35,30 0,000021 Genotip x 1 2,21 0,162891
Tretman Tretman

Tre (D) Genotip 1 82,24 0,000001 Tre (R) Genotip 1 255,73 0,000000
Tretman 1 48,17 0,000016 Tretman 1 91,38 0,000001
Genotip x 1 20,88 0,000644 Genotip x 1 0,34 0,567987
Tretman Tretman

Mel (D) Genotip 1 134,06 0,000000 Mel (R) Genotip 1 1016,02 0,000001
Tretman 1 0,02 0,893098 Tretman 1 406,47 0,000000
Genotip x 1 0,15 0,701016 Genotip x 1 353,17 0,000000
Tretman Tretman

Mal (D) Genotip 1 27,49 0,000207 Mal (R) Genotip 1 30,48 0,000132
Tretman 1 1,94 0,189404 Tretman 1 4,22 0,062439
Genotip x 1 0,33 0,575424 Genotip x 1 0,78 0,395179
Tretman Tretman

Malt (D)  Genotip 1 7,49 0,018020 Malt (R)  Genotip 1 15,68 0,001893
Tretman 1 6,34 0,027041 Tretman 1 0,22 0,645353
Genotip x 1 0,66 0,431128 Genotip x 1 4,52 0,055005
Tretman Tretman
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Tabela P5. (nastavak tabele sa prethodne strane)

Parametar Izvc.).r .. df F p Parametar Izvc-).r . d F p

varijacije varijacije f

Raf (D) Genotip 1 46,39 0,000019 Raf (R) Genotip 1 37,93 0,000049
Tretman 1 493 0,046462 Tretman 1 3,86 0,073062
Genotip x 1 2,87 0,116214 Genotip x 1 2,16 0,167528
Tretman Tretman

Pan(D)  Genotip 1 0,66 0,431195 Pan(R)  Genotip 1 297,36 0,000000
Tretman 1 2,79 0,120665 Tretman 1 1,32 0,273232
Genotip 1 0,11 0,747021 Genotip x 1 4,62 0,052707
Tretman Tretman

Stach (D)  Genotip 1 15,51 0,001969 Stach (R)  Genotip 1 7,59 0,017412

Tretman 1 0,03 0,866993 Tretman 1 2,37 0,149259
Genotip 1 0,15 0,702514 Genotip x 1 0,89 0,364404
Tretman Tretman

Sor (D) Genotip 1 192,00 0,000000 Sor (R) Genotip 1 166,03 0,000000
Tretman 1 15,54 0,001954 Tretman 1 0,08 0,782405
Genotip x 1 1,22 0,291613 Genotip x 1 0,01 0,035445
Tretman Tretman

Ukupni Ukupni

ugljeni Genotip 1 26,43 0,000245 ugljeni Genotip 1 186,31 0,000000

hidrati (D) hidrati (R)

Tretman 1 7,05 0,021006 Tretman 1 2,04 0,179204
Genotip x 1 5,88 0,032089 Genotip x 1 1,07 0,320500
Tretman Tretman
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Tabela P6. Sadrzaj slobodnih aminokiselina u listovima WT i flacca mutanta izloZenih susi u trajanju od Sest dana (D) koja je pra¢ena periodom rehidratacije
u trajanju od Sest dana (R). Odgovarajuce kontrole predstavljene su oznakama Cp i Cr. Predstavljene su srednje vrednosti + SE (n=4). Razlicita slova
predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p < 0,05). Mala slova odnose se na razlike za tretman susom, dok
se velika slova odnose na razlike u periodu rehidratacije.

WT flacca WT flacca

Cp D Cp D Cr R Cr R
Asparaginska
kiselina 1,48+0,01 2,23+0,09¢ 2,75+0,18V 1,55+0,062 1,32 £0,104 1,41 £ 0,20¢ 3,580,024 2,040,078
Glutaminska
kiselina 1,44+ 0,01 2,57+0,15? 2,61+0,22) 3,60+0,34¢ 1,37 £ 0,084 1,64 +0,12¢ 4,43 £ 0,50 4B 2,20 £ 0,048
Glutamin 0,560,012 0,86+ 0,06V 1,33+ 0,092 2,37+0,20¢ 0,73+0,014 0,83 +0,128 2,150,244 1,01 +0,024
Serin 0,32+£0,012 0,56 £0,05° 0,56 £ 0,05V 0,77 £0,09¢ 0,34 £0,034 0,27 £0,02¢ 0,71 £0,054 0,53 £ 0,048
Alanin 0,320,032 0,43 +0,012b 0,55+ 0,08bc 0,67+0,11¢ 0,62 + 0,048 0,34+0,014 0,68 + 0,058 0,39+0,014
Prolin 0,27 £0,032 3,70£0,812 0,35+£0,02¢ 3,12 £0,24b 0,22 £0,034 0,26 £ 0,044 0,32 £ 0,044 1,03+0,158
Treonin 0,26 +0,032 0,36 £0,03 2 0,320,042 0,48+ 0,07" 0,25+0,014 0,26 + 0,044 0,51+0,058 0,27+ 0,014
Arginin 0,21+0,022 0,20+£0,012 0,32+£0,032 0,28 £0,05P 0,31+0,028 0,15+0,014 0,25+ 0,048 0,30+ 0,038
Glicin 0,16 +0,02" 0,13+0,02V 0,18+ 0,022 0,10+0,012 0,27 +0,01¢ 0,18+ 0,018 0,23 +0,014 0,18+ 0,014
Lizin 0,13+£0,022 0,20+ 0,022 0,31+£0,03P 0,39+£0,02¢ 0,22 £ 0,094 0,19 £ 0,064 0,42 £ 0,148 2,88 £0,87¢
Leucin 0,12+ 0,012 0,15+ 0,06"c 0,19+0,03¢ 0,10+0,012 0,22 £ 0,044 0,16 + 0,064 0,25+0,014 0,26+ 0,074
Tirozin 0,12+0,012 0,21 £ 0,06V 0,29 £0,01" 0,56 £0,02¢ 0,23 £0,024 0,24 £ 0,024 0,55+0,178 0,16 £ 0,014
Fenilalanin 0,09+0,012 0,12+0,012 0,22+0,01¢ 0,15+0,01" 0,12+0,014 0,10 +0,014 0,15+ 0,028 0,17+ 0,018
Asparagin 0,07+£0,012 0,12 £0,01" 0,16 £ 0,01V 0,33+£0,03¢ 0,10 £0,014 0,12 +0,018 0,37 £ 0,044 0,14 £ 0,014
Valin 0,05+0,012 0,09+0,01" 0,10 +0,01" 0,17 +0,02¢ 0,09 +0,014 0,06 +0,014 0,14 + 0,024 0,08+0,018
Izoleucin 0,05+0,01b 0,02+0,012 0,05+0,01" 0,10+£0,01¢ 0,10+ 0,014 0,08 £ 0,024 0,06 0,014 0,08 +0,014
Ornitin 0,02+0,012 0,03+0,01° 0,03+0,01" 0,04 +0,01¢ 0,02+0,014 0,02+0,014 0,03+0,014 0,03+0,014
Ukupne
aminokiseline 564 +0,112 11,98 +0,68P 10,32 £ 0,71P 14,76 £ 0,65¢ 6,450,174 6,31+0,384 14,83 +£1,21¢ 11,75+ 0,758
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Tabela P7. Rezultati dvo-faktorske ANOVA-e prikazuju efekte tretmana (susa - D i rehidratacija - R), genotipa (divlji tip i flacca mutant) i njihove interakcije na
sadrzaj slobodnih aminokiselina. Skracenice: Asparaginska kiselina - Asp, Glutaminska kiselina - Glu, Glutamin - Gln, Serin - Ser, Alanin - Ala, Prolin - Pro, Treonin
- Thr, Arginin - Arg, Glicin - Gly, Lizin - Lys, Leucin - Leu, Tirozin - Tyr, Fenilalanin - Phe, Asparagin - Asn, Valin - Val, Izoleucin - Ile, Ornitin - Orn.

Izvor Izvor d

Parametar I df F p Parametar s F p

varijacije varijacije f

Asp (D) Genotip 1 10,63 0,006818 Asp (R) Genotip 1 304,51 0,000000
Tretman 1 6,15 0,029009 Tretman 1 76,49 0,000001
Genotip x 1 115,92 0,000000 Genotip x 1 96,18 0,000000
Tretman Tretman

Glu (D) Genotip 1 50,71 0,000012 Glu (R) Genotip 1 97,78 0,000000
Tretman 1 46,58 0,000018 Tretman 1 28,75 0,000170
Genotip x 1 0,22 0,646210 Genotip x 1 46,85 0,000018
Tretman Tretman

GIn (D) Genotip 1 198,30 0,000000 GIn (R) Genotip 1 69,92 0,000002
Tretman 1 67,37 0,000003 Tretman 1 29,52 0,000152
Genotip x 1 20,48 0,000695 Genotip x 1 42,42 0,000029
Tretman Tretman

Ser(D) Genotip 1 29,07 0,000162 Ser (R) Genotip 1 151,51 0,000000
Tretman 1 30,05 0,000140 Tretman 1 25,64 0,000278
Genotip x 1 0,16 0,694734 Genotip x 1 4,55 0,054161
Tretman Tretman

Ala (D) Genotip 1 22,38 0,000488 Ala (R) Genotip 1 5,57 0,036084
Tretman 1 5,48 0,037267 Tretman 1 141,91 0,000000
Genotip x 1 0,00 0,964919 Genotip x 1 0,00 0,970112
Tretman Tretman

Pro (D) Genotip 1 7,39 0,018665 Pro (R) Genotip 1 61,14 0,000005
Tretman 1 1803,36 0,000000 Tretman 1 44,81 0,000022
Genotip x 1 14,67 0,002392 Genotip x 1 36,85 0,000056
Tretman Tretman
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Tabela P7. (nastavak tabele sa prethodne strane)

Parametar IZV(.).r . df F p

varijacije

Thr (D) Genotip 1 6,18 0,028614 Tre (R) Genotip 43,77 0,000025
Tretman 1 14,79 0,002329 Tretman 29,42 0,000154
Genotip x 1 0,73 0,409787 Genotip x 33,44 0,000087
Tretman Tretman

Arg (D) Genotip 1 16,95 0,001427 Arg (R) Genotip 5,47 0,037413
Tretman 1 1,62 0,227618 Tretman 6,44 0,026071
Genotip x 1 0,36 0,560661 Genotip x 24,15 0,000357
Tretman Tretman

Gly (D) Genotip 1 0,04 0,842515 Gly (R) Genotip 11,53 0,005316
Tretman 1 18,49 0,001032 Tretman 175,49 0,000000
Genotip x 1 4,63 0,052375 Genotip x 16,39 0,001613
Tretman Tretman

Lys (D) Genotip 1 105,22 0,000000 Lys (R) Genotip 11,37 0,005547
Tretman 1 18,19 0,001098 Tretman 1,9724 0,185546
Genotip x 1 0,13 0,727969 Genotip x 2,1866 0,164981
Tretman Tretman

Leu (D) Genotip 1 0,75 0,403964 Leu (R) Genotip 0,75 0,403964
Tretman 1 4,75 0,049925 Tretman 4,75 0,049925
Genotip x 1 34,90 0,000072 Genotip x 34,90 0,000072
Tretman Tretman

Tyr (D) Genotip 1 155,71 0,000000 Tyr (R) Genotip 3,57 0,083094
Tretman 1 73,46 0,000002 Tretman 9,49 0,009518
Genotip x 1 17,89 0,001168 Genotip x 10,83 0,006445
Tretman Tretman

Phe (D) Genotip 1 109,74 0,000000 Phe (R) Genotip 48,31 0,000015
Tretman 1 6,81 0,022854 Tretman 0,38 0,550781
Genotip x 1 38,40 0,000046 Genotip x 7,20 0,019917
Tretman Tretman
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Tabela P7. (nastavak tabele sa prethodne strane)

Parametar Izvc.).r .. df F p Parametar Izvc.).r . d F p
varijacije varijacije f
Asn (D) Genotip 1 154,02 0,000000 Asn (R) Genotip 1 85,79 0,000001
Tretman 1 93,75 0,000001 Tretman 1 41,27 0,000033
Genotip x 1 25,79 0,000271 Genotip x 1 62,77 0,000004
Tretman Tretman
val (D) Genotip 1 53,35 0,000009 val (R) Genotip 1 22,46 0,000481
Tretman 1 40,17 0,000037 Tretman 1 27,58 0,000204
Genotip x 1 2,44 0,144336 Genotip x 1 5,78 0,033235
Tretman Tretman
Ile (D) Genotip 1 372,71 0,000000 Ole (R) Genotip 1 3,27 0,095841
Tretman 1 31,64 0,000112 Tretman 1 0,01 0,908896
Genotip x 1 245,33 0,000000 Genotip x 1 4,27 0,061041
Tretman Tretman
Orn (D) Genotip 1 34,28 0,000078 orn (R) Genotip 1 8,95 0,011233
Tretman 1 22,21 0,000503 Tretman 1 0,27 0,615684
Genotip x 1 0,25 0,626623 Genotip x 1 0,53 0,481160
Tretman Tretman
Gly/ S‘(’B)"d““ Genotip 1 14,525 0005154 G/ S‘E;)"d““ Genotip 1 172,77 0,000001
Tretman 1 44,578 0,000156 Tretman 1 4,12 0,076853
Genotip x 1 0,902 0,370111 Genotip x 1 8,05 0,021928
Tretman Tretman
Ukubne Genotip 1 39,68 0,000233 Ukubne Genotip 1 55,94 0,000710
CRuUpne e tman 1 83,05 0,000017 CRuUpne o tman 1 5,87 0,041625
aminoKiseline Genotip x aminokiseline Genotip x
(D) p 1 2,58 0,146667 (R) p 1 4,83 0,059093
Tretman Tretman
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Tabela P8. Rezultati tro-faktorske ANOVA-e prikazuju efekte tretmana, broja ciklusa suse, dva genotipa
(WT i flacca) i njihovih interakcija na sadrzaj ABA, provodljivost stoma (gs), ukupnog vodnog potencijala
(P), pH vrednosti ksilemskog soka, sadrzaj prolina i zbirnog sadrzaja Glc, Fru Suci Sor u listovima
paradajza.

Parametar Izvor varijacije df F p
Genotip 1 140,79 0,000000
Ciklus 2 0,21 0,807973
Tretman 2 73,31 0,000000
ABA Genotip x ciklus 2 5,07 0,008248
Genotip x tretman 2 23,51 0,000000
Ciklus x tretman 4 0,63 0,641365
Genotip x ciklus x tretman 4 2,10 0,087148
Genotip 1 587,30 0,000000
Ciklus 2 60,83 0,000000
Tretman 2 113,57 0,000000
gs Genotip x ciklus 2 15,76 0,000001
Genotip x tretman 2 50,90 0,000000
Ciklus x tretman 4 88,88 0,000000
Genotip x ciklus x tretman 4 51,39 0,000000
Genotip 1 11,28 0,001255
Ciklus 2 90,07 0,000000
Tretman 2 154,89 0,000000
P Genotip x ciklus 2 24,75 0,000000
Genotip x tretman 2 1,78 0,176347
Ciklus x tretman 4 6,08 0,000284
Genotip x ciklus x tretman 4 11,25 0,000000
Genotip 1 134005,5 0,000000
Ciklus 1 34,3 0,000000
pH Tretman 2 4,9 0,010741
ksilemskog Genotip x ciklus 2 211,4 0,000000
soka Genotip x tretman 2 1,0 0,370449
Ciklus x tretman 2 8,4 0,000652
Genotip x ciklus x tretman 4 7,7 0,000053
Genotip 1 84,97 0,000000
Ciklus 2 213,19 0,000000
Tretman 2 320,53 0,000000
Pro Genotip x ciklus 2 112,09 0,000000
Genotip x tretman 2 114,08 0,000000
Ciklus x tretman 4 222,32 0,000000
Genotip x ciklus x tretman 4 99,92 0,000000
Genotip 1 96,357 0,000000
Ciklus 2 2,406 0,099764
Glc + Fru + Trgtmap 2 6,616 0,002692
Suc Genotip x ciklus 2 8,174 0,000792
Genotip x tretman 2 3,156 0,050541
Ciklus x tretman 4 3,438 0,014162
Genotip x ciklus x tretman 4 4,592 0,002897

130



Tabela P8 (nastavak sa prethodne strane)

Parametar Izvor varijacije df F p
Genotip 1 417,059 0,000000
Ciklus 2 8,661 0,000547
Tretman 2 1,531 0,225530
Sor Genotip x ciklus 2 4,942 0,010691
Genotip x tretman 2 0,124 0,883604
Ciklus x tretman 4 1,303 0,280571
Genotip x ciklus x tretman 4 0,675 0,611965

Tabela P9. Rezultati tro-faktorske ANOVA-e prikazuju efekte tretmana, broja ciklusa suse, dva genotipa
(WT i flacca) i njihovih interakcija na sadrzaj ukupnog askorbata i njegovo redoks stanje u listovima
paradajza gajenim pri intenzitetu svetlosti (250 ymol m2s1).

Parametar Izvor varijacije df F p
Genotip 1 12,617 0,000802
Ciklus 2 146,725 0,000000
Ukupni Tretman 2 74,365 0,000000
askorbat Genotip x ciklus 2 25,073 0,000000
Genotip x tretman 2 25,570 0,000000
Ciklus x tretman 4 37,122 0,000000
Genotip x ciklus x tretman 4 36,430 0,000000
Genotip 1 12,617 0,000802
Ciklus 2 15,451 0,000005
Redoks Tretman 2 1,057 0,354682
stanje Genotip x ciklus 2 7,693 0,001149
askorbata Genotip x tretman 2 3,345 0,042687
Ciklus x tretman 4 12,960 0,000000
Genotip x ciklus x tretman 4 3,963 0,006831

Tabela P10. Rezultati tro-faktorske ANOVA-e prikazuju efekte tretmana, broja ciklusa suSe, dva genotipa
(WT i flacca) i njihovih interakcija na sadrZaj ukupnog askorbata i njegovo redoks stanje u listovima
paradajza gajenim pri intenzitetu svetlosti (800 umol m2s1).

Parametar Izvor varijacije df F p
Genotip 1 44,27 0,000000
Ciklus 2 76,90 0,000000
UKkupni Tretman 2 27,14 0,000000
askorbat Genotip x ciklus 2 23,90 0,000000
Genotip x tretman 2 22,16 0,000000
Ciklus x tretman 4 8,29 0,000010
Genotip x ciklus x tretman 4 1,32 0,267438
Genotip 1 0,01 0,911552
Ciklus 2 13,09 0,000010
Redoks Tretman 2 17,11 0,000001
stanje Genotip x ciklus 2 30,29 0,000000
askorbata Genotip x tretman 2 16,69 0,000001
Ciklus x tretman 4 9,79 0,000001
Genotip x ciklus x tretman 4 3,39 0,012384
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Tabela P11. Rezultati tro-faktorske ANOVA-e prikazuju efekte tretmana, broja ciklusa suSe, dva genotipa
(WT i flacca) i njihovih interakcija na sadrzaj hlorofila u listovima paradajza.

Parametar Izvor varijacije df F p
Genotip 1 4,125 0,045200
Hlorofil Ciklus 2 33,803 0,000000
(250 pmol Tretman 2 8,259 0,000509
m2s1) Genotip x ciklus 2 6,558 0,002193
Genotip x tretman 2 3,366 0,038923
Ciklus x tretman 4 1,264 0,289982
Genotip x ciklus x tretman 4 1,007 0,408427
Genotip 1 2,440 0,121749
Hlorofil Ciklus 2 25,912 0,000000
(800 umol Tretman 2 22,156 0,000000
m2s1) Genotip x ciklus 2 0,890 0,414042
Genotip x tretman 2 2,345 0,101685
Ciklus x tretman 4 3,220 0,016129
Genotip x ciklus x tretman 4 3,727 0,007471

Tabela P12. Rezultati tro-faktorske ANOVA-e prikazuju efekte tretmana, broja ciklusa suse, dva genotipa
(WT i flacca) i njihovih interakcija na sadrzaj epidermalnih flavonoida u listovima paradajza.

Parametar Izvor varijacije df F p
Epidermalni Ge.notip 1 0,0053 0,942297
flavonoidi Ciklus 2 0,4875 0,615798
(250 pmol Tr_etmap 2 3,9461 0,022763
m?2 s1) Genotip x ciklus 2 1,4666 0,236166
Genotip x tretman 2 0,3869 0,680313
Ciklus x tretman 4 5,1370 0,000897
Genotip x ciklus x tretman 4 1,8782 0,121099
Epidermalni Ge_notip 1 12,617 0,000802
flavonoidi Ciklus 2 15,451 0,000005
(800 pmol Tr.etmap 2 1,057 0,354682
m?2 s-1) Genotip x ciklus 2 7,693 0,001149
Genotip x tretman 2 3,345 0,042687
Ciklus x tretman 4 12,960 0,000000
Genotip x ciklus x tretman 4 3,963 0,006831
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Tabela P13. Rezultati tro-faktorske ANOVA-e prikazuju efekte tretmana, broja ciklusa suSe, dva genotipa
(WT i flacca) i njihovih interakcija na sadrzaj antocijana u listovima paradajza.

Parametar Izvor varijacije df F p
Genotip 1 0,767 0,383518
Antocijani Ciklus 2 8,658 0,000364
(250 pmol Tretman 2 1,894 0,156392
m2s1) Genotip x ciklus 2 1,020 0,364747
Genotip x tretman 2 1,894 0,156392
Ciklus x tretman 4 4,724 0,001661
Genotip x ciklus x tretman 4 0,353 0,841488
Genotip 1 0,243 0,623528
Antocijani Ciklus 2 83,314 0,000000
(800 umol Tretman 2 19,163 0,000000
m2s1) Genotip x ciklus 2 0,308 0,735688
Genotip x tretman 2 1,206 0,304064
Ciklus x tretman 4 25,958 0,000000
Genotip x ciklus x tretman 4 0,820 0,515908

Tabela P14. Rezultati tro-faktorske ANOVA-e prikazuju efekte tretmana, broja ciklusa suse, dva genotipa
(WT i flacca) i njihovih interakcija na vrednosti NBI u listovima paradajza.

Parametar Izvor varijacije df F p
Genotip 1 17,035 0,000082
NBI Ciklus 2 13,454 0,000008
(250 pmol Tretman 2 5,598 0,005110
m2s1) Genotip x ciklus 2 5167 0,007512
Genotip x tretman 2 2,097 0,128799
Ciklus x tretman 4 14,020 0,000000
Genotip x ciklus x tretman 4 17,035 0,000082
Genotip 1 8,256 0,005065
NBI Ciklus 2 5,908 0,003882
(800 umol Tretman 2 10,462 0,000082
m2s1) Genotip x ciklus 2 4,219 0,017720
Genotip x tretman 2 6,546 0,002218
Ciklus x tretman 4 9,332 0,000002
Genotip x ciklus x tretman 4 9,249 0,000003
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HU3jaBa o ayTOpCTBY

[lornucana: bojana P. XKusanosuh

bpoj unzexkca: 63018/2013

H3jaB/byjeMm
Jla je IOKTOPCKa AucepTalLUja 1o/ HaCJI10BOM:

»YTULIA] LHUKJIyca Cylle Ha MeTa60/iM3aM YI/b€HUX XHMJApPAaTa M AHTHOKCHUAAHATa KOJ,
AuB/ber TMna M flacca myranta napagajsa (Lycopersicum esculentum Mill.) rajenux Ha
pa3/IM4YUTHM CBETJIOCHUM pexumMuma”

® pe3yJITaT CONCTBEHOT UCTPAKMBAYKOT Pajia,

e /la mMpeAJIOKeHA JUcepTalyja y LeJUHH HU y [eJIOBMMa HUje OGWJa MpeJJioKeHa 3a
Jlo6Ujame 6UJIO0 Koje UIJIOMe IIpeMa CTY/IUjCKUM IporpaMuMa ApyTruxX BUCOKOIIKOJICKHUX
yCTaHOBA;

® Ja Cy pe3yJITaThu KOPEKTHO HAaBEAE€HU U

® J1a HUCaM Kpumo/na dyTOPCKa IpaBa U KOPUCTHUO UHTEJIEKTYaJIHY CBOjI/IHy APYTrux Jiknnia.

IloTniuc JOKTOpaHAa

Y Beorpany,




l/lsjaBa O HCTOBETHOCTHU LITAMIIAHE U €JICKTPOHCKE Bepsnje AOKTOPCKOT paja

Hme u npe3sume aytopa: bojana P. )KupaHosuh
bpoj unzexkca: 63018/2013
Ctypaujcku nporpaM: buosioruja (Mosieky/1apHa 6MoJ10rvja u ¢usnosiorvja 6u/baka)

HacsoB paja: ,YTunaj pDukiayca cyme Ha MeTa6o/iM3aM YIr/beHUX XUJpaTa H
AHTUOKCHU/aHATaA KoJ, AuBJ/ber Tumna M flacca myranTta napapajsa (Lycopersicum esculentum
Mill.) rajeHux Ha pa3/IMYUTHUM CBETJIOCHUM peKUMUMA”

MenTopu: Ap Coma BesboBuh JoBanoBuh, HaydYHHM cCaBETHUK

Ap /busbana llpokuh, BaHpeaHu npodecop

HU3jaB/byjeM Ja je miTaMmnaHa Bep3uja MOI JOKTOPCKOT paZia UCTOBETHA eJIeKTPOHCKO] Bep3Uju
KOjy caM Ipejao/sa 3a o006jaB/bUBalkbe Ha MopTaay /JIMrMTaJHOr peno3uTopHjyma
Yuusep3urteray beorpaay.

Jlo3BoJbaBaM Jia ce 06jaBe MOjU JIMYHM IOJAlM Be3aHHU 3a [00Hjarbe aKaIeMCKOT 3Baka JI0OKTopa
HayKa, Kao LITO Cy UMe U IIpe3uMe, roJIMHa U MeCTO pohemwa U JaTyM oZiopaHe paja.

OBM JIMYHU NOAALU MOTY ce 00jaBUTH HAa MPEXHHUM CTpaHULlaMa JUTMTa/lHe OUOJIMOTEKe, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y nybJyiMkaluujaMa YHuBep3uTeTa y beorpagy.

IloTnuc JOKTOpaH A

Y Beorpany,




HU3zjaBa o kopumrhemy

Opsamthyjem YHuBep3uTeTcKy 6ubsnoTteky ,CBeto3ap MapkoBuh® pga y /JlururaaHu
peno3uTopujyM YHUBep3uTeTa y beorpasy yHece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTALM]jy 10 HACJTOBOM:

»YTHLA] IHMKJyca Cylle Ha MeTabo0J/iM3aM YI/beHMX XHJpaTa M aHTHUOKCHJAHATa KOJ,
AuB/ber TMHa 4 flacca mytanTa napapgajsa (Lycopersicum esculentum Mill.) rajenux Ha
pa3/JIM4YUTHM CBET/IOCHUM pexumMuma”

KOja je Moje ayTOPCKO JeJio.

JvcepTanujy ca CBUM NpUJIO3MMa IpeJjao/ja caM y eJIeKTPOHCKOM ¢opMarty MOroJHOM 3a
TpPajHO apXUBUPAbE.

Mojy AOKTOpCKy AucepTalujy NOXpawmeHy y JIUrMTaJHU PENno3UTOPUjYM YHUBep3UTeTa y
Beorpaay mMory fa KOpUcTe CBU KOjU NOIUTYjy ofpezde caZpxaHe y 04abpaHOM THUILY JIMLEHLe
KpeaTuBHe 3ajeanulie (Creative Commons) 3a Kojy caM ce o4J1y4ro/a.

@ Aytopcrso (CC BY)

2. AytopcTtBo — HekoMep1ujasiHo (CC BY-NC)

3. AytopcTBO - HeKoMepLUjaaHo - 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPILHMjaJIHO — AeJUTH oA UctuM ycaoBuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo - 6e3 npepazga (CC BY-ND)

6. AyTOpCTBO - JleIUTH noA ucTuM ycaoBruma (CC BY-SA)

(MosinMoO @ 3a0KpYKHUTE caMo jeIHy O/ LIeCT MoHyheHuX JuleHn. KpaTak onuc JUIEHIH je
cacTaBHHM JI€0 OBe U3jaBe).

IloTniuc JOKTOpaHAa

Y Beorpapgy,




1. AyrtopcTtBo. /lo3Bo/baBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYLHMjy U jaBHO CaollLITaBaibe Jesa, U
npepajZie, ako Ce HaBeJile MMe ayTopa Ha HauuH oApebeH of cTpaHe ayTopa WM JaBaola
JINLEHIIE, YaK U Y KoMeplyjasaHe cBpxe. OBo je Hajca0604HUja 0/l CBUX JIULEHIIU.

2. AyTOpCcTBO - HeKOMepuHjaJaHO. /[lo3Bo/baBaTe yMHOXaBakbe, AUCTPUOYLHjy U jaBHO
caomIITaBame Jiesa, U IpepaZie, ako ce HaBeJie MMe ayTopa Ha Ha4uH oJipeheH ox cTpaHe ayTopa
WJIM faBaola auleHIe. OBa JiMIeHIa He 1,03B0/baBa KOMepLUjaJHy ynoTpeoy JeJa.

3. AyTOpCTBO - HEKOMEPLUja/JIHO - 6e3 npepaja. /[o3Bo/baBaTe yMHOXKaBawe, AUCTPUOYLIUjY
M jaBHO caollITaBake Jiesa, 6e3 MpoMeHa, MpeobJIUKOBaba WU ynoTpebe Jiesia y CBOM ey,
aKo ce HaBeJie MMe ayTopa Ha HauMWH ojpebeH oA cTpaHe ayTopa WiM AaBaoua JuieHie. OBa
JIMIIEHI]A He Z03B0/baBa KOMepIMjaJHy yIoTpeby Aesa. Y 0JHOCY Ha CBe OCTaJle JIMIEHIlE, 0BOM
JIIIEHI[OM Ce orpaHuYaBa HajBehu o6uM npaBa kopuinhema Jesna.

4. AyTOpCcTBO - HEKOMepuMja/IHO - JeJIMTU MNoJ MCTUM YycaoBuMma. /lo3BoJbaBaTe
YMHOaBakbe, JUCTPUOYLIUjY U jaBHO caolllITaBame JeJsia, U Ipepajie, ako ce HaBeJie UMe ayTopa
Ha HauMH o/ipeheH o/ cTpaHe ayTopa UM aBaolia JULeHLe U aKo ce Ipepaja AUCTpUbyupa noj
MCTOM WJIM CJIMYHOM JinleHLoM. OBa JiMLeHLla He 103B0/baBa KOMepLUjaJHy ynoTpeby Aesa u
npepaza.

5. AytopctBOo - 6e3 mnpepaga. /lo3Bo/baBaTe YMHOXaBamwe, JAUCTPUOYLHM)Y W jaBHO
caoliluTaBame Jiesia, 6e3 MpoMeHa, NPeodJUKOBaba UM yrnoTpebe Jesia y CBOM ey, ako ce
HaBeJle UMe ayTopa Ha HAauMWH oJipeheH oJ1 cTpaHe ayTopa WJIM JaBaona JuleHe. OBa JdieHna
Jl03BOJbaBa KOMepLHja/IHy yIOTpeby Aea.

6. AyTOpPCTBO - A€JIMTH NOJA UCTUM yCJA0BUMA. [03Bo/baBaTe YMHOXKaBawe, JUCTPUOYIH]Y U
jaBHO caomIlTaBame Jesia, U Mpepajie, aKo Ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HAYMH oApeheH of cTpaHe
ayTopa WM JlaBaolia JIMIEHILle U aKo ce Mpepaja AUCTPUOyHpa HOJA HUCTOM WM CJIAUYHOM
quneHnoM. OBa JiMlleHLa /103BOJ/baBa KOMeplHjasHy ynoTpeby gesna v mnpepaga. CiaudHa je
copTBEPCKUM JIMIEHI]aMa, OJJTHOCHO JIMI[eHI[aMa OTBOPEHOT KOo/ia.



