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Molekularno - fiziolo$ki mehanizmi interakcije paradajza (Solanum lycopersicum L.) i
odabranih izolata gljiva roda Trichoderma

SAZETAK

Poznato je da efekti interakcije biljka - Trichoderma zavise od genotipa biljke i soja Trichoderma,
medutim molekularni mehanizmi ovog fenomena jos uvek nisu razjasnjeni. Glavni cilj ove doktorske
disertacije je definisanje molekularno-fizioloskih pokazatelja pozitivnog odgovora biljaka na
primenu gljiva roda Trichoderma. U cilju pronalaZzenja ovih odgovora vrsene su analize ekspresije
gena, biohemijske i morfo-fizioloske analize.

Gljive roda Trichoderma stimuli$u klijanje semena paradajza, pri ¢emu znacajno uti¢u na promene
koje se odigravaju na nivou proteina kao i pektina i/ili ksiloglukana u radikulama semena. U okviru
brzih reakcija biljaka na prisustvo T. brevicompactum najznacajnije su bolje adaptivne osobine na
prestanak zalivanja, odnosno veca provodljivost stoma i manji porast ABA, Sto pozitivno uti¢e na
brzinu fotosinteze, a samim tim i na rast biljaka.

Dugoroc¢ni efekti primene T. harzianum i T. brevicompactum su razli¢iti kod ispitivanih sorti
paradajza. T. harzianum stimulise provodljivost stoma i intracelularnu koncentraciju COz2 optimalno
zalivanih biljaka paradajza, dok T. brevicompactum stimuli$e nefotohemijsko gasenje fluorescencije
hlorofila i trenutnu efikasnost koris¢enja vode. T. harzianum kod biljaka ublazava efekte suse
smanjenjem temperature lista i inhibicije fotosinteze. Utvrdeno je da T. harzianum znacajno ubrzava
formiranje plodova, dok ujedno poveéava sadrzaj flavonoida u plodu ¢ime doprinosi njegovom
kvalitetu. Analize ekspresije gena (TPX1, PINII, PR1b1, SIJAF13, FLS, NCEDL1 i C3H) i kvalitativne
analize fenolnih jedinjenja ukazuju na meduzavisnost i kompleksnost signalnih puteva i sekundarnih
metabolita. Utvrdeno je da je poviSena ekspresija svolenina povezana sa uspeSnijom kolonizacijom
korena paradajza od strane gljiva roda Trichoderma.

Kljuéne reci: ekspresija gena; biohemijski parametri; morfo-fizioloski parametri; mehanizmi
signalizacije, fenotipizacija, signalni molekuli, susa.

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Biotehnologija

UDK broj:



Molecular and physiological mechanisms of interaction between tomato (Solanum
lycopersicum L.) and selected isolates of the genus Trichoderma

ABSTRACT

The effects of plant - Trichoderma interactions are depended on the plant genotype and the
Trichoderma strain. However, the molecular mechanisms of this phenomenon have not yet been
elucidated. The main aim of this PhD dissertation is to define molecular-physiological indicators of
the plants positive response to the application of fungi of the genus Trichoderma. In order to find
these answers, gene expression analyses, biochemical and morpho-physiological analyses were
performed.

The fungi of the genus Trichoderma stimulate the germination of tomato seeds, significantly
influencing the changes that take place at the level of proteins as well as pectin and/or xyloglucan in
the seed radicals. Within the fast responses of plants to the application of T. brevicompactum, the
most important effects were better adaptive characteristics to the cessation of watering, i.e., higher
stomatal conductance and a lower level of ABA, which positively affect the rate of photosynthesis as
well as plant growth.

The long-term effects of T. harzianum and T. brevicompactum showed different plant answers for the
examined tomato varieties. T. harzianum stimulates stomatal conductance and intracellular CO2
concentration of optimally watered tomato plants, while T. brevicompactum stimulates
nonphotochemical chlorophyll fluorescence quenching and water use efficiency. T. harzianum in
plants mitigates the impacts of drought by reducing leaf temperature and inhibiting photosynthesis.
The results showed that T. harzianum significantly stimulates fruit formation, while also increasing
the content of flavonoids in the fruit, which contributes to its quality. Gene expression analyses
(TPX1, PINII, PR1bl, SIJAF13, FLS, NCED1 and C3H) and qualitative analyses of phenolic
compounds indicate the interdependence and complexity of signaling pathways and secondary
metabolites. Better colonization of plant roots by Trichoderma is determined by higher expression of
the swolenin gene in tomato roots.

Key words: gene expression; biochemical parameters; morpho-physiological parameters; signaling
mechanisms, phenotyping, signaling molecules, drought.

Scientific field: Biology
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Lista skracenica

A - intenzitet fotosinteze

ABA - abscisinska kiselina

ACC - 1-aminociklopropan-1-karboksilna kiselina
ACC - 1-amino-ciklopropan-1-karboksilnu kiselinu
ACCD - 1-amino-ciklopropan-1-karboksilat deaminaze
ANOVA - analiza varijanse

Anth i Anth_RG - indeks antocijanina

APX - askorbat peroksidaze

Bi - indeks bioakumulacije

Ca i Chl a - koncentracija hlorofila a

Ca+b - koncentracija hlorofilaa + b

CAT - katalaza

Cb - koncentracija hlorofila b

CFU - broj kolonija formiranih po mL ili g uzorka

Chl i SFR_G - sadrzaj hlorofila

Ci - intracelularna koncentracija CO2

CK - citokinini

CRI-1 - indeks refleksije karotenoida I

CRI-2 — indeks refleksije karotenoida Il

Ct - ciklus u kome je fluorescentni signal iznad grani¢ne vrednosti (engl. Treshold cycle)
Cx+C - sadrzaj ukupnih karotenoida

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

E - intenzitet transpiracije

ECSt - elektrohromni pomeraj

ELISA - enzimski imunoadsorpcioni test

ET —etilena

ETR - brzina linearnog elektronskog transporta kroz PS 11
Fo - minimalna fluorescencija hlorofila

Flav - indeks epidermalnih flavonola

Fm’- maksimalna fluorescencija hlorofila

FTIR - infracrvena spektrometrija sa Furijevom transformacijom



Fv/Fm - maksimalan kvantni prinos efikasnosti fotosistema 11

GA - giberelini

gH™ - provodljivost protona

gs — provodljivost stoma

GZ - Gruzanski zlatni

HMI - ljudsko masinski interfejs (engl. Human Machine Interface)
IAA — indol sir¢etna kiselina

IAA - indol-3-sir¢etna kiselina

JA - jasmonske kiseline

LED - svetleca dioda (engl. Light Emitting Diode)

LEF - linearni elektronski transport

MAPK - mitogenom aktivirana prtein-kinaze

MCARI1 — modifikovani indeks odnosa apsorpcije hlorofila |

MS - Murashige & Skoog hranljiva podloga

N - narvik

NBI - indeks balansa azota (engl. Nitrogen Balance Index)

NDVI - vegetacijski indeks normalizovanih razlika

NIR - blisko infracrveno zracenje

NPQ - nefotohemijsko gasenje fluorescencije hlorofila

NPQ - nefotohemijsko gasenje fluorescencije hlorofila

PCA - analiza glavnih komponenti

PCR - lan¢ana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction)
PDA - krompir dekstrozni agar (engl. Potato Dextose Agar)

PDB - krompir dekstrozni bujon

PLC - programabilni logicki kontroler (engl. Programmable Logic Controller)
PMF - protonska motorna sila

POD - peroksidaza

PS1 - reakcioni centra fotosistema |

gP_lss - koeficijent fotohemijskog gasenja fluorescencije hlorofila
QR - brzi odgovor (engl. Quick Response)

gRT-PCR - kvantitativni real-time PCR

Qy_Iss - stvarna fotohemijska efikasnost

QY _max - maksimalan kvantni prinos fotohemije PS 1l u mraku



RC — relativni sadrzaj hlorofila

Rfd_lss - fluorescencije hlorofila u ravnoteZznom stanju
RGB - crvena, zelena, plava (engl. Red, Green, Blue)
RNK - ribonukleinska kiselina

ROS - reaktivna jedinjenja kiseonika

ROS - reaktivna jedinjenja kiseonika

rpm - obrtaja po minuti

SA - salicilne kiseline

SEM - skenirajuci elektronski mikroskop

SOD - superoksid-dizmutaza

SR4 - jednostavni indeks odnosa vode

SWC - sadrzaj vode u zemljistu

SWIR - kratko talasni bliski infracrveni region

VIS - vidljivo zracenja

VNIR - vidljivi i bliski infracrveni region elektromagnetnog spektra
VOC - lako isparljiva organska jedinjenja

Water-1 - indeks refleksije Ciste vode

W1 — indeks refleksije vode u zavisnosti od sadrzaja vode u biljkama
WUE - trenutna efikasnost koris¢enja vode

WAUEI - unutrasnja efikasnost korinéenja vode

wH20 - vodni potencijal lista

S - osmotski potencijal
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1. UVOD

1.1. Klasifikacija i biologija gljive roda Trichoderma

Naziv Trichoderma potice od gr¢kih reci: thrix (kosa) i derma (koza).

Gljive roda Trichoderma su kosmopolitske filamentozne gljive, koje su prilagodene za zivot u
razli¢itim ekosistemima 1 klimatskim zonama (Kubicek 1 sar., 2008). Pretezno nastanjuju zemljiste 1
rizosferu ali su i stanovnici nadzemnih delova biljaka, trulih stabala, sedimenata, drugih gljiva i
podloga (Ma 1 sar., 2020). Vecina ovih gljiva su oportunisticki, avirulentni biljni simbionti koje
odlikuje sposobnost brzog razmnozavanja i efikasna kolonizacija supstrata (Sood 2020).

Rod Trichoderma prvi je opisao nemacki nau¢nik Persoon 1794. godine. Dalja istraZivanja pripisuju
se francuskim nauc¢nicima, braci Tulasne koji su 1865. godine otkrili da je T. viride bespolni stadijum
(anamorf) Hypocrea rufa (Samuels 2006). Usled nemogucénosti razlikovanja vrsta na morfoloskom
nivou Bisbi ih 1939. godine definise kao ,,koncept jedne vrste”. Monofiletski rod je bio aktuelan sve
dok Rifai 1969. godine nije klasifikovao devet vrsta Trichoderma. Novu klasifikaciju je predlozio
Bissett 1984. godine grupisavsi devet Rifai-jevih vrsta u cCetiri sekcije: Trichoderma,
Longibrachiatum, Saturnisporum, Pachybasium i Hypocreanum (Samuels 2006). Krajem 90’-ih
godina razvojem molekularnih metoda, molekularna sistematika postaje standard u taksonomiji.
Zahvalju¢i novim tehnikama identifikacija vrsta je pojednostavljena i do sada je identifikovano vise
od 260 filogenetskih vrsta Trichoderma (Maria del Carmen i sar., 2021; Sharma i sar., 2019). Danas,
u eri molekularne biologije, identifikacija vrsta je dodatno olakSana, jer su formirane informaticke
baze podataka u koje se deponuju genske sekvence. Po trenutnoj taksonomiji Trichoderma kao stariji
naziv ima prednost nad nazivom Hipocrea, iako se u literaturi ¢esto mugu pronaci oba naziva.

Danasnja klasifikacija gljiva roda Trichoderma:

Carstvo: Fungi

Razdeo: Ascomycota
Podrazdeo: Pezizomycotina
Klasa: Sordariomycetes
Red: Hypocreales
Familija: Hypocreaceae
Rod: Trichoderma

Talus (micelija) gljiva roda Trichoderma izgradena je od koncastih razgranatih septiranih hifa.
Posebni ogranci hifa (konidiofori) se granaju i nose specijalizovane fijalide iz kojih se razvijaju
bespolne egzogene konidije - spore (Slika 1). Spore su uglavnom okruglog ili elipsoidnog oblika sa
pre¢nikom veli¢ine 3 - 5 um (Yang i Heinsohn 2007). Intenzivno formiranje spora se odvija u
uslovima koji su nepovoljni za rast gljiva. Kada se spore ponovo nadu u uslovima koji su pogodni za
rast i razvoj gljiva, dolazi do njihove germinacije iz koje nastaju svi ostali stadijumi morofgeneze.
Neke vrste Trichoderma mogu da formiraju hlamidospore i askospore. lako su hlamidospore gljiva
roda Trichoderma davno otkrivene i dalje se ne zna mnogu o tome kako one nastaju (Sekhar i sar.,
2017; Bottcher i sar., 2016). To su spore u mirovanju sa otpornom strukturom na nepovoljne uslove,
koje se formiraju u kratkom vremenskom periodu (Li i sar., 2016). Imaju zadebljali ¢elijski zid i nisu
odvojene od hifa. Askospore su dvocéelijske strukture, slabije su zastupljene kod roda Trichoderma i
locirane su u stromi (Zhu i sar., 2015). Javljaju se samo kod gljiva koje imaju telomorfni oblik (polni
stadijum).
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Slika 1. Morfologija T. harzianum SZMC 20660.
a) Izgled kolonije na PDA podlozi; b) Mikroskopski preparat micelija gljiva.

Gljiva roda Trichoderma proizvode raznovrsne pigmente, usled ¢ega formiraju kolonije razli¢itih
nijansi zelene, zute i bele boje, a takode, mogu da budu i bezbojne. Spore su najcesce zelene ili
bezbojne, mada se kod nekih vrsta javljaju u razli¢itim nijansama braon i sive boje. Odlikuje ih brza
1 efikasna produkcija kolonija, prezivljavanje u nepovoljnim uslovima, ekonomicno koris¢enje
nutrijenata 1 jako antagonisticko dejstvo prema fitopatogenim gljivama. Zahvaljuju¢i ovim
osobinama mogu da nasele raznovrsne ekoloske niSe. Najznacajniji faktori koji uti€u na opstanak i
rasprostranjenost ovih gljiva su: temperatura, pH, vegetacija, vodni potencijal, dostupnost organskih
i hranljivih supstanci (Kredics i sar., 2003). Gljive, iz ovog roda, su sposobne da rastu u Sirokom
opsegu pH vrednosti koji se kre¢e od 2 do 7 (Singh 1 sar., 2014). Mogu da prezive temperaturu od 0
°C do 40 °C (Daryaei i sar., 2016). Prema Singh i sar. (2014) optimalna pH vrednost za rast gljiva
Trichoderma je od 5.5 do 7.5, a temperatura od 25 °C do 30 °C.

1.2. Primena gljiva roda Trichoderma

Gljive iz roda Trichoderma imaju niz pozitivnih uticaja na biljke koji se ispoljavaju u podsticanju
biljnog rasta i tolerancije na abioti¢ke i bioticke ¢inioce stresa (Alfiky i sar, 2021). Ova odlika
karakteriSe samo odabrane sojeve i ne moze se primeniti za celu vrstu. Utvrdeno je oko 35 vrsta gljiva
Trichoderma, koje su od ekonomskog znacaja, zbog njihove sposobnosti da proizvode enzime,
antibiotike ili zbog koris¢enja kao biokontrolni agensi (Sharma i sar., 2019). Ove gljive su pronasle
Siroku biotehnolosku primenu, jer deluju kao biopesticidi za kontrolu biljnih bolesti 1 kao
biofertilizatori za promociju biljnog rasta.

Gljive roda Trichoderma pronalaze sve veéu primenu u bioremedijaciji zemljiSta koja su
kontaminirana teSkim metalima i zagaduju¢im organskim supstancama. Huang i sar. (2018) su
detektovali da nekoliko Stetnih organskih zagadivaca poput fenola, cijanida i nitrata ¢esto bivaju
razgradeni od strane T. harzianum. Neke vrste ovih gljiva imaju sposobnost da razgraduju dihlor-
difenil-trihloretan (DDT) i pentahlorofenol (PCP), jedan od najzastupljenijih pesticida (Taha i sar.,
2020; Llado i sar., 2009). Postoje i istrazivanja koja govore 0 biodegradaciji policikli¢nih aromati¢nih
ugljovodonika (PAH) od strane gljiva roda Trcihoderma. Morales-Barrera i sar. (2008) su prikazali
izvanrednu sposobnost T. inhamatum u procesu bioremedijacije voda kontaminiranih hromom. Sli¢nu
sposobnost pokazala je i T. harzinaum u detoksikaciji zemljista zagadenog hromom (Faedda i sar.,
2012). Treba dodati, da prisustvo ovih gljiva u rizosferi moze dodatno da pospesi 1 procese
fitoremedijacije. Interakcije izmedu biljaka i ovih gljiva treba sagledati i iz ugla klimatskih promena,
nastalih posledicom globalnog zagrevanja, koje je izmedu ostalog, prac¢eno i susom. Gljive roda
Trichoderma sve cesce se koriste i u industrijskoj proizvodnji enzima. Enzimi ovih gljiva primenjuju
se u procesu proizvodnje sokova (celulaze, hemicelulaze, pektinaze), vina i piva (B-glukanaze) i
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aditiva sto¢ne hrane (ksilanaze) (Ram i sar., 2020). Celulaze i hemicelulaze, koje proizvodi T. viride,
koriste se i u proizvodnji bioetanola - biogoriva (Iqtedar i sar., 2015). Gljive roda Trichoderma imaju
sposobnost da sintetiSu brojne toksine Sirokog delovanja, kako protiv prokariota, tako i protiv
eukariota (Yadav i sar., 2018). Sintetisu jedinjenja sa antimikrobnom aktivno$¢u poput alkohola,
aldehida, ketona, cijanovodonika, peptaibola, monoterpena, glikovirina i glitoksina. Sposobnost
proizvodnje antibiotika od strane gljiva roda Trichoderma najviSe zavisi od brojnosti i vrste
mikroorganizma, vrsta podloge, temperature i pH vrednosti. Gljive ovog roda produkuju brojne
metabolite, medutim, uloga mnogih od njih jos uvek nije dovoljno ispitana.

Pored mnostva korisnih i pozitivnih osobina, kod nekih gljiva roda Trichoderma utvrdeni su negativni
efekti i na ljude i na zivotinje. T. viride sa udruzenim dejstvom budi i vlage u vazduhu, izaziva bolesti
sluzokoze 1 respiratornih organa, kada udisanjem, spore ovog patogena dospeju u pluca, gde stupaju
u interakciju sa epitelom respiratornog trakta. Najées¢i uzrocnik koji izaziva oboljenja kod ljudi iz
ovog roda gljiva je T. longibrachiatum (Sood i sar., 2020).

1.3. Mehanizmi promaocije biljnog rasta

Gljive roda Trichoderma su najaplikativniji mikroorganizmi koji promovisu rast biljaka i povecavaju
njihovu otpornost prema abiotickom i biotickom stresu (Khoshmanzar i sar., 2019). Pored sticanja
otpornosti na abioti¢ki stres i kontrole biljnih patogena, stimulacija biljnog rasta povezana je i sa
razli¢itim mehanizmima koji podrazumevaju povec¢ano usvajanje nutrijenata, uticaj na metaboliticke
procese, fotosintezu kao i na sintezu fitohormona. Promocija biljnog rasta moze da se predstavi i kao
rezultat direktnih i indirektnih mehanizama. Direktni mehanizmi podrazumevaju rastvaranje fosfata,
minerala i mikronutrijenata, dok indirektni mehanizmi obuhvataju indukciju otpornosti prema
patogenima (Verma i sar., 2007).

U zavisnosti od vrste gljiva Trichoderma, genotipa biljke i uslova spoljasnje sredine, stimulacija rasta
biljaka moze da se odvija pokretanjem jednog ili vise prethodno navedenih mehanizama. Tako je na
primer dokazano da T. harzianum T22 stimuliSe rast velikog broja biljnih vrsta putem mehanizama
koji uklju¢uju kombinaciju pove¢anog unosa hranljivih materija i jona narocito azota, kao i da
povecava efikasnost procesa fotosinteze (Stewart i Hill 2014).

1.3.1. Kolonizacija i molekularni mehanizmi uspostavljanja interakcije Trichoderma — biljka

Pre uspostavljanja prvog kontakta Trichoderma - biljka, gljiva biva privu¢ena hemijskim signalima,
koje ispusta koren biljaka. Mehanizam uspostavljanja endofitne simbioze je slican kao kod
mikoriznih gljiva. Visoko hidrirani polisaharidi, koje lu¢i sloj mucigela, kao 1 eksudati korena, poput
monosaharida i disaharida, lu¢e se u rizosferu i stimuliSu rast gljiva (Hermosa i sar., 2012). Saharoza
biljnog porekla je vaZzan izvor energije, koji olakSava cCelijama gljiva Trichoderma da izvrse
kolonizaciju korena. Uspesna kolonizacija podrazumeva sposobnost gljiva da prepoznaju koren
biljaka, da se pri¢vrste i prodru u njega i da pri tome nadjac¢aju odbrambeni mehanizam biljaka koji
se ogleda u lucenju toksi¢nih metabolita (Slika 2). U ranim fazama interakcije biljke povecavaju
akumulaciju jona Ca?" i reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS: vodonik-peroksid) koji predstavljaju
glasnike za pokretanje odbrambenih odgovora. Neki od ovih odgovora mogu da zavise od aktivnosti
MAPK koje vrse fosforilaciju odgovarajucih transkripcionih faktora uz naknadno aktiviranje gena iz
JA ili SA signalnog puta.

Prilikom pri¢vr§¢ivanja za koren biljaka Trichoderma proizvodi proteine bogate cisteinom, kao Sto
su TassHyd1 i Qid74 koji Stite vrhove hifa gljiva od odbrambenih jedinjenja koje luce biljke (Sood 1
sar., 2020). Prilikom uspostavljanja endofitne asocijacije, aktiviraju se signalni mehanizmi u biljci,
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na molekularnom nivou, odnosno signalni putevi jasmonske kiseline (JA), salicilne kiseline (SA) i
etilena (ET) (Slika 2). Prvi odgovor biljaka na kontakt sa gljivom moze se ispoljiti u vidu povecanja
koncentracije SA, §to dovodi povecane ekspresije PR gena. Signalni put SA indukuje sistemsku
steCenu otpornost, povezanu sa PR proteinima koji su locirani u ekstracelularnom prostoru ili u
vakuolama ¢elija biljnih tkiva koja su napadnuta (Hermosa i sar., 2012). U ovoj fazi, moguce je i da
biljka spreci uspostavljanje endofitne asocijacije, jer prvi kontak sa gljivom biljka moze da prepozna
kao napad patogena. Ipak, endofitna asocijacija se u vecini slucajeva uspesno upostavlja. Ostvaruje
se prodorom gljive u tkivo korena uz pomo¢ struktura nalik apresorijama, koje luce celulaze i
proteoliticke enzime (Brotman i sar., 2008). Jedan od tih enzima je i svolenin, koji razara celulozu i
u sinergiji sa ksilanazama omogucava uspeSan kontakt mikroorganizama sa biljkom (Andberg i sar.,
2015). Da bi se uspostavila endofitna asocijacija, potrebna je komunikacija izmedu gljive i biljke na
molekularnom nivou, koja se ostvaruje uz pomo¢ terpena harzianodinona, harzianuma, kao i
trihodermina i viridina koje lu¢i gljiva (Sood i sar., 2020; Ramirez-Valdespino i sar., 2019).

Uspesan prodor gljive u tkivo korena, pracen je brzom kolonizacijom i oslobadanjem brojnih enzima,
avirulentnih molekula i jedinjenja male molekulske mase, kako od same biljke, tako i od strane gljive
(Pelagio-Flores i sar., 2017).

Korenske dlake

@® Auksin
Elicitori koji indukuju
 odbrambenu reakciju biljaka
# ROS

DetoksikacijaNa+ Na+

——
= : Nat

Aktiviranje
odbrambenog odgovora

Nukleus
icgnje transportera

Aktivacija signala
auksina

Transkripcioni
faktor

:é"l"
Dotok transporter:
auksina -+

Apoplast

=

Slika 2. Reakcija korena biljaka na prisustvo gljiva Trichoderma spp.
(Contreras-Cornejo i sar., 2016). Prisustvo gljiva roda Trichoderma u rizosferi
rezultira kolonizacijom povrSine korena biljke i prodiranjem gljiva kroz
epidermis, Sto je propraceno produkcijom razlicitih jedinjenja koja aktiviraju
¢elijske mehanizme u korenu.

Na osnovu analize transkriptoma u toku rane kolonizacije korena (do 24 h), ustanovljeno je da je kod
gljiva Trichoderma indukovano oko 5 % jedinstvenih EST (engl. Expressed sequence tags) od njih
ukupno 2496. Analize transkriptoma pokazale su da su obrasci ekspresije gena sli¢ni onima koji su
opisani, kod mikoriznih i patogenih gljiva, tokom interakcije izmedu biljke i gljive (Chacoén i sar.,
2007). EST koji odgovaraju genima uklju¢enim u metabolizam lipida, transport vezikula i sintezu

4



Doktorska disertacija Uvod Igor Vukeli¢

¢elijskih membrana, takode su indukovani tokom rane kolonizacije korena. Interakcije izmedu gljiva
Trichoderma i biljaka mogu pozitivno uticati na formiranje ¢elijskih membrana, koje favorizuje
razmenu hranljivih materija, Sto je primecéeno i kod mikorizne simbioze i drugih biotrofnih interakcija
(Chacon i sar., 2007).

Prisustvo ovih gljiva u rizosferi izaziva koordinisani proteomski, transkriptomski i metabolomski
odgovor biljaka. S obzirom da su ekspresije gena, kod njih tokom prvih 24 h slicne kao kod
parazitskih gljiva, ne treba da zacudi zasto biljke prvi kontakt sa ovom gljivom prepoznaju kao napad
patogena. Tokom procesa interakcije u prva 72 h, nakon povecéanja koncentracije salicilne kiseline
(SA), aktiviranja signalnih reakcija i povecane ekspresije PR gena (Hermosa i sar., 2012; Yedidia i
sar., 2000), kod biljaka dolazi do povecane aktivnosti hitinaze,1.3 glukanaze, celulaze i peroksidaze.
Povecanjem ukupne aktivnosti peroksidaza, indukcijom izoenzima i sintezom fenolnih jedinjenja,
biljke u prvim satima, na ovaj nacin, kreiraju mikotoksi¢nu sredinu, pa ova jedinjenja sprecavaju dalji
prodor gljiva u Celije korena, a hife gljiva bivaju ograni¢ene na meducelijski prostor, Sto zapravo
omogucava uspostavljanje korisne asocijacije izmedu biljke i gljive (Yedidia i sar., 2000).

1.3.2. Stimulacija biljnog rasta fitohormonima

Mehanizam koji se najéesc¢e povezuju sa razli¢itim stimulativnim efektima gljiva roda Trichoderma,
na rast i razvi¢e biljaka, je produkcija fitohormona (Tabela 1) (Contreras-Cornejo i sar., 2016).
Prisustvo Trichoderma ne modulira samo nivo hormona u biljci, ve¢ i sama gljiva sintetiSe i
obezbeduje meduprodukte za sintezu fitohormona (Ramirez-Valdespino i sar., 2019).

Fitohormoni su organska jedinjenja, koja se joS nazivaju i regulatorima rastenja biljka. Transportuju
se vaskularnim putem, od mesta sinteze do mesta delovanja. Deluju u malim koncentracijama, pri
¢emu uti¢u na sve biohemijske i fizioloSke procese biljaka. Biljke mogu da se snabdevaju
fitohormonima endogenim (hormoni koje same produkuju) i egzogenim putem (hormoni koje
produkuju mikroorganizmi). Molekularni mehanizmi delovanja fitohormona se odvijaju u tri faze.
Prva faza je percepcija signala, gde dolazi do vezivanja fitohormona za specifi¢ne biljne receptore,
koji se nalaze u jedru, citoplazmi ili na ¢elijskoj membrani. Druga faza je transdukcija signala, do
koje dolazi kada biljke prepoznaju kompleks hormona i receptora. Ovom prilikom dolazi do
aktiviranja kaskadnih signalnih reakcija, koje prenose datu informaciju kroz celiju. Trec¢a faza
podrazumeva fizioloski odgovor biljaka. Signalni put uglavnom dovodi do aktivacije ili inaktivacije
specifiénih gena, jer se delovanje fitohormona na molekularnom nivou, pre svega, postize
regulacijom ekspresije gena. Ukoliko dode do aktivacije ekspresije gena formirace se specificna
IRNK koja nosi informaciju za sintezu novih proteina (enzima). Usled aktivnosti novosintetisanih
enzima javljaju se specificne metabolicke ili fizioloske promene u celijama biljaka. Treba
napomenuti, da rast i razviée biljaka nisu uslovljeni samo dejstvom pojedina¢nog biljnog hormona,
ve¢ zavise 1 od njihove interakcije. Optimalan rast biljaka uskladen je balansom izmedu hormona
stimulatora i hormona inhibitora rasta, pri ¢emu njihovi odnosi mogu biti antagonisticki ili
sinergisticki (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2015).

Kod razli¢itih biljnih vrsta, potvrdeno je, da gljive roda Trichoderma imaju pozitivne efekte na njihov
rast, razvice vegetativnih i reproduktivnih organa podsticuci brojne hormonalne promene. Jedna od
najociglednijih morfoloskih promena je porast u duzini izdanka i broju bo¢nih korenova, sto je
propraceno povecanjem biomase 1 apsorpicone povrSine korena. Za ove procese odgovorni su biljni
hormoni auksini, kao i mehanizmi medusobne komunikacije (engl. cross-talk) izmedu etilena (ET) i
auksina, koji su posredovani signalnim putevima mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK)
(Contreras-Cornejo i sar., 2016). Literaturni podaci govore da T. harzianum pozitivno utice na
inicijaciju rasta korena biljaka, $to je povezano sa stimulacijom sinteze hormona auksina. Ujedno,
kod biljaka ova gljiva dovodi i do smanjene koncentracije citokinina koji su odgovorni za sprecavanje
rasta korena. Kod nadzemnih delova biljaka gljive roda Trichoderma pozitivno uti¢u na rast pre¢nika
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stabla, broj 1 povrSinu listova, kao i broj i masu plodova. Ova gljiva kod biljaka indukuje sintezu
giberelinske kiseline, koja pospesuje izduzivanje aksijalnih pupoljaka i listova. Smatra se, da su
tokom interakcije, kod biljaka poveéano eksprimirani (engl. up-regulated) kljucni geni zaduzeni za
biosintezu hormona ili da su smanjeno eksprimirani (engl. down-regulated) oni geni koji su ukljuceni
u hormonski katabolizam, sto je indukovano elicitorima koje luci T. harzuanum (Stewart i Hill 2014).
T. virens kod biljaka A. thaliana dovodi do povecanja rasta izdanaka i korena, usled povecane
ekspresije gena, koje su regulisane auksinom (Contreras-Cornejo i sar., 2009). Takode, molekularne
analize sprovedene na A. thaliana otkrile su da kolonizacija korena od strane T.aspereloides naglo
aktivira porast transkripcionih faktora (WRKY18, WRKY40, WRKY60 and WRKY33) koji
potiskuju signalizaciju SA i predstavljaju okidac¢ za aktiviranje signalnih mehanizama JA (Brotman i
sar., 2013). Nakon interakcije biljaka i gljiva roda Trichoderma dolazi do povecane LOX i PAL1 gena,
koji su ukljuceni u biosintezu JA i SA, kao i ETR1 i CTR1 gena koji uéestvuju u signalnom putu ET
(Sood i sar., 2020).

Tabela 1. Fitohormoni koji su ukljueni u promociju biljnog rasta, koje sintetiSu gljive roda
Trichoderma.

Klasifikacija ~ Naziv Funkcija Vrsta Referenca
Regulacija procesa . . Contreras-
A . T.virensiT. .
ABA transpiracije 1 zatvaranje - Cornejo i sar.,
atroviride
stoma 2015
_Slgnalnl mol_ekul za Yoshioka i sar.,
JA indukovanu sistemsku T. asperellum 2012
_ otpornost
Hormoni Signalni molekul za
stresa . . . jeei
ET indukovanu sistemsku T. atroviride Mukherjee i
sar., 2013
otpornost
Povecava otpornost biljaka na
bolesti indukovane . Ruocco i sar.,
SA sistemskom steCenom T. atroviride 2015
otpornoscu
T. atroviride, T. Monfil Casa.s-
: e Flores 2014;
Rast i razvoj biljaka i njihovog  asperellum, T.
IAA . . . Contreras-
korenovog sistema harzianum. i T. ..
virens Cornejo i sar.,
Stimulator 2009
timulatori . - . .
rasteni Promocija rasta biljaka koja se Guzméan-
ja . . i L
GAs ostvaruje denaturacijom Trichoderma spp. Guzman i sar.,
DELLA proteina 2019
N . : . Guzméan-
CK Pozitivni Efke)lﬁt-'aﬂg rast irazvoj T. atroviride Guzman i sar.,
J 2019
1.3.2.1. Auksini

Prvi otkriveni fitohormoni su bili auksini, stimulatori rastenja, medu kojima je fizioloski najaktivnija
indol-3-sir¢etna kiselina (IAA). Fizioloska uloga IAA je u izduZivanju stabla i koleoptila, ubrzanom
razvoju plodova, stimuliSe klijanje semena, obrazovanje bo¢nih i adventivnih korenova, takode utice
procese fotosinteze, biosinteze pigmenata i brojnih metabolita, kao i na aktivnost nekih enzima za
sintezu proteina i nukleinskih kiselina. Gljive roda Trichoderma sintetisu i izlu¢uju IAA, a takode
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svojim prisustvom mogu i da indukuju sintezu IAA od strane biljke (Monfil i Casas-Flores 2014).
Ovo je jedan od nacina na koji gljive roda Trichoderma stimuliSu rast biljaka (Slika 3).

1.3.2.2. Etilen

Etilen (ET) je jedini biljni hormon u gasovitom stanju, koji se najces¢e povezuje sa procesima
sazrevanja. Deluje u vrlo malim koncentracijama i najée$¢e ga proizvode tkiva koja stare. Ucestvuje
u fizioloskim procesima kao $to su ubrzano sazrevanje plodova, stimuliSe sintezu antocijana i
karotenoida, inhibira izduzivanje korena i izdanaka i odgovoran je za ubrzano starenje listova i
cvetova. Povecana akumulacija ET u biljnim tkivima inhibira rast biljaka i moZe prouzrokovati smrt
biljke. Gljive roda Trichoderma snizavaju nivo ET u biljkama i na taj nacin pospesuju biljni rast.
Mehanizam kojim gljive roda Trichoderma smanjuje nivo etilena zasniva se na proizvodnji enzima
1-amino-ciklopropan-1-karboksilat deaminaze (ACCD). Ovaj enzim vrsi hidrolizu prekursora etilena
1-amino-ciklopropan-1-karboksilnu kiselinu (ACC) i sprecava sintezu etilena. Indirektno, na sintezu
etilena moze da utic¢e i IAA koja stimuliSe aktivnost enzima ACCD (Stewart i Hill 2014).

1.3.2.3. Citokinini

Citokinini (CK) su fitohormoni ¢ija je koncentracija najveca u tkivima koja aktivno rastu. Pozitivno
uticu na fizioloSke i razvojne procese biljaka kao $to su: klijanje semena, grananje korena i izdanaka,
debljanje stabla, olistavanje, transport hranljivin materija, akumulacija hlorofila, otvaranje stoma,
deoba celija i odlaganje starenja. Gljive roda Trichoderma sintetisu CK sli¢ne onima koje proizvode
i biljke. Biljke usvajaju CK koje produkuju ove gljive, te se ovim putem ostvaruje pozitivan efekat.
Razli¢iti izolati T. harzianum su u stanju da smanje ukupan sadrzaj neaktivnih CK u izdancima
biljaka, Sto zajedno sa dejstvom drugih fitohormona, kao $to su ABA, IAA i1 ET, gljiva koristi za
podsticanje biljnog rasta (Slika 3) (Guzman-Guzman i sar., 2019).

1.3.2.4. Giberelini

Giberelini (GA) su po hemijskom satavu organske kiseline koje se iz tog razloga jo$ i nazivaju
giberelne kiseline, medu kojima je najpoznatija GAs. Fizioloska uloga giberelina je da stimuliSu
klijanje semena, cvetanje, rastenje i formiranje plodova, kao i izduzivanje stabla. Gljive roda
Trichoderma indukuju sintezu giberelina i povecavaju njihov sadrzaj u biljnom tkivu, ¢ime se
pospesuje rast i razvoj biljaka. Mehanizam delovanja GA se zasniva na sposobnosti giberelinske
kiseline da razgraduje DELLA proteine, ¢ime se stimuliSe rast biljaka. DELLA proteini su
transkripcioni faktori koji sprecavaju aktivnost GA gena za koje se smatra da uzajamno povezuju
signale drugih hormona. Izmedu ostalog, giberelinska kiselina razgradnjom DELLA proteina aktivira
represor jasmonske kiseline (JA) JAZ1 koji smanjuje ekspresiju gena JA, usled Cega se aktivira
signalni put salicilne kiseline (SA), $to dovodi do povecanja otpornosti na napade patogenih
mikroorganizama (Guzman-Guzméan i sar., 2019).

1.3.2.5. Apscisinska kiselina

Apscisinska kiselina (ABA) se kontinuirano sintetiSe u malim koli¢inama u ¢elijama mezofila, sa
tendencijom akumulacije u hloroplastima. Ima znacajnu fizioloSku ulogu u procesima inhibicije
Klijanja semena i cvetanja, ubrzava sazrevanje i senescenciju plodova, indukuje sintezu rezervnih
proteina, ubrzava starenje i opadanje listova. ABA je poznata kao univerzalni hormon stresa, koji je
umesan u percepciju mnogih abioti¢kih stresnih faktora (susa, poviSene koncentracije soli, visoke i
niske temperature). Uloga ABA je izuzetno vazna u adaptivnim reakcijama biljaka na stres izazvan
nedostatkom vode. Dokazano je da je visSe od 67% gena koji se aktiviraju prilikom stresa suSe
regulisano apscisinskom kiselinom (Huang i sar., 2008). Povecana koncentracija ABA u biljnom
tkivu je signal za regulaciju procesa transpiracije, procesa fotosinteze, reakciju stoma i ekspresiju
gena koji reguliSu adaptivne odgovore biljaka (Vishwakarma et al., 2017). Povecanje koncentracije
ABA modifikuje regulatorne puteve abiotickog stresa, dok su odgovori na bioticki stres posredovani
antagonizmom izmedu drugih hormona stresa poput SA, JA 1 ET (Slika 3). Pri kombinaciji abiotickog
1 bioti¢kog stresa ABA uglavnom deluje antagonisticki sa SA 1 JA, tako da biljke koje su izlozene
jednom ili visestrukom stresu se aklimatizuju i mogu postati otpornije i na druge vrste stresa. Ova
pojava poznata je kao unakrsna tolerancija. Tako, na primer, pod uticajem abiotickog stresa suSe
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dolazi do povecanja koncentracije ABA u listovima, $to izaziva zatvaranje stoma, sto ujedno sprecava
i prodiranje patogena u tkiva (Rejeb i sar., 2014). Vrste gljiva Trichoderma u stanju su da produkuju
prekursor za sintezu apscisinske kiseline, ABA aldehid. Biljke tokom interakcije usvajaju ABA
aldehid i uz pomo¢ enzima ABA aldehid-oksidaze prevode ga u ABA (Guzman-Guzmani sar., 2019).

Hormonski balans

biljke
Hormoni zaduzeni Odbrambeni
za rast 1 razvoj biljke: hormoni:
- Auksini -SA
-CK -JAET
-GA -ABA
-ABA -CK
-ET

Inhibicija rasta, razvoja
® 1 unosa hranljivih
materija

Usvajanje
nutrijenata

Hormoni koje

sintetide
Trichoderma:
- Auksini
:‘égA D B0 129 B3 B2 B 0 1 1 o Y I I 5 ) )
-GA % %Tfichoderma .Fnohmm
-ET Hormoni koje sintetide Trichoderma
@ Nutnjenty
Negativii efekn patogena

Pozitiviu efeku glyiva Trichoderma

Slika 3. Sematski prikaz modifikovane hormonske ravnoteze kod biljaka pod uticajem
gljiva roda Trichoderma (Guzméan-Guzméan i sar., 2019).

Jedan od najvaznijih mehanizama pravilnog rasta i razvica biljaka, kao i prezivljavanja
bioti¢kih ili abiotickih stresova ukljucuje modulaciju fitohormona, kao §to su auksin,
citokinini (CK), giberelini (GA), apscisinska kiselina (ABA), etilen (ET), salicilna
kiselina (SA) i jasmonska kiselina (JA) (obeleZeni su zelenim krugovima). Kada
Trichoderma stupi u interakciju sa biljkom ona modifikuje njen hormonski balans,
posredstvom hormona koje sama sintetiSe (Zuti krugovi), poboljSavsajuci na taj nacin
zdravstveno stanje i rast i razvice biljaka (male zelene strelice) (Guzman-Guzman i sar.,
2019).
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1.3.3. Uticaj na dostupnost i usvajanja nutrijenata

Sadrzaj hranljivih materija u zemljistu je vazan faktor koji utiCe na rast i razvoj biljaka. Biljke,
usvajaju mineralne materije iz zemljista uglavnom preko korena i putem ksilemskih elemenata ih
dalje transportuju. Mineralni joni u zemlji$tu su vezani za koloidne Cestice elektri¢nim silama, $to
biljkama omogucava lako usvajanje, mehanizmom izmenljive apsorpcije uz pomo¢ jona koje same
lu¢e. Medutim, postoje mineralni elementi koje biljke tesko usvajaju i na ¢iju pristupacnost uti¢u
fizicke i hemijske osobine samog zemljista kao i njegova mikrobioloska aktivnost. Mikroorganizmi
imaju vaznu ulogu jer procesima humifikacije i mineralizacije vr$e transformaciju organskih materija
pri ¢emu dolazi do oslobadanja mineralnih elementa potrebnih za neometan rast biljaka.
Mikroorganizmi - biofertilizatori, kroz u¢esce u ciklusima hranljivih elementa N, P, S i K snabdevaju
biljke ovim elementima koji im inace nisu lako dostupni ili im uopste nisu dostupni (Mitter i sar.,
2021).

Brojni literaturni podaci govore o sposobnosti gljiva roda Trichoderma da biljkama olakSaju unos
nutrijenata i da na taj nacin stimuliSu njihov rast, posebno u zemljiStu koje je siromasno hranljivim
sastojcima. Ove gljive smanjuju pH vrednost zemljista proizvodnjom organskih kiselina, poput
limunske, glukonske i fumarne, ¢ime se olakSava rastvaranje fosfata, kao i unos mikro i makro
elemenata (Fe, Mg i Mn) neophodnih za metabolizam biljaka (Ram i sar., 2020). Gljive roda
Trichoderma vrse solubilizaciju razli¢itih biljnih nutrijenata, kao $to su fosfati i joni Fe®*, Cu?*, Mn**
i Zn?* koji mogu predstavljati ograniavajuéi faktor za rast biljka (Contreras-Cornejo i sar., 2016).
Sam proces solubilizacija metalnih oksida od strane gljiva Trichoderma spp. ukljucuje procese
helacije i redukcije.

Dokazano je da su razlicite vrste gljiva Trichoderma sposobne da sintetiSu kumarinsku, glukuronsku
1 limunsku kiselinu, koje moduliraju procese u rizosferi i olakSavaju biljkama usvajanje teSko
rastvorljivih oblika fosfora. (Sood i sar., 2020). Li i sar. (2015) su primetili da nakon inokulacije T.
harzianum kod biljaka paradajza dolazi do poveéanog usvajanja Cu, Na i Zn. Sli¢no tome, prime¢eno
je da ista gljiva pored Zn povecava biljkama dostupnost P i Fe (Altomare i sar., 1999). Nedostatak
gvozda u alkalnom zemljiStu predstavlja jedan od glavnih uzro¢nika smanjenog prinosa i kvaliteta
plodova biljaka. Pored toga, koncentracija gvozda koja je pristupac¢na biljkama u poredenju sa
ukupnom koli¢inom gvozda u zemljistu je veoma niska. Za reSavanje ovog problema moze se
iskoristiti sposobnost gljiva roda Trichoderma koja se zasniva na produkciji siderofora. Zabelezeno
je da aplikacija T. asperellum u zoni korena krastavca poveéava sadrzaj jona Fe?" i siderofora u
zemljistu, kao i aktivnost Fe?* i Fe3* helat reduktaze (Harman i sar., 2004). Kompleks siderofora se
vezuje za nerastvorno gvozde (Fe®") i zatim ga prevodi u lako dostupnu formu za biljke (Fe?*)
(Amaresan i sar., 2020).

Azot zauzima vazno mesto medu neophodnim elementima za biljku i najvise uti¢e na prinos. Biljke
ga usvajaju u obliku NO® i NH* jona, koji u zemljistu najveéim delom nastaju kao ishod
interakcijskih procesa izmedu biljaka i mikroorganizama. Signalizacija N se ukrSta sa drugim
signalnim putevima, i to takode uti¢e na rast i razvoj biljaka. Harman (1998) navodi da je u zemljistu
siromasnom azotom T. harzianum uticala na povecanje prinosa kukuruza za 45 %. Znacajno
povecanje prinosa pripisano je pojacanom unosu azota i drugih minerala putem korena, kome se
biomasa takode povecala. Dalja istrazivanja su pokazala da korenu kukuruza koji je tretiran sa T.
harzianum treba do 40 % manje azotnog dubriva u odnosu na netretiran koren kukuruza (Stewart i
Hill 2014). Brotman i sar. (2012) su objavili da T. asperelloides uti¢e na poveéanje sadrzaja
aminokiselina kod biljaka. Sposobnost raspodele i unosa novih koli¢ina N odreduje efikasnost
koris¢ena azota. Shodno tome, povecanje sadrzaja aminokiselina koje inace ¢ine osnovni oblik
transporta N je verovatno glavna determinanta odgovorna za povecanje efikasnosti kori$¢enja azota
kod biljaka u interakciji sa gljivama roda Trichoderma (Contreras-Cornejo i sar., 2016).
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Prethodno navedeni primeri dokazuju da vrste gljiva roda Trichoderma imaju Siroku sposobnost
solublizacije makroelemenata (N i P) i mikroelemenata (Cu, Fe, Mn i Zn), ¢ine¢i ih pristupa¢nijim za
biljke, Sto se pozitivno odrzava i na sam rast i razvoj biljaka.

1.3.4. Stimulacija biljnog rasta sekundarnim metabolitima gljiva roda Trichoderma

Sekundarni biomolekuli su niskomolekulska jedinjenja, koja nisu od esencijalnog znacaja za rast i
razvoj organizma, ali su vazni u interakciji izmedu organizama. Gljive roda Trichoderma sintetisu
brojne i raznovrsne sekundarne metabolite sa potencijalnom primenom u poljoprivredi, biotehnologiji
1 medicini. Do sada je identifikovano viSe od 370 razli¢itih molekula, ali u mnogim sluc¢ajevima
njihova uloga jos uvek nije dovoljno poznata (Contreras-Cornejo i sar., 2016). Veli¢ina genoma gljiva
iz roda Trichoderma se uglavnom krec¢e u rasponu od 33 do 41 Mb, dok se broj gena kre¢e od 9000
do 14000 (Kubicek 1 sar., 2019). Uporednom analizom genoma nekoliko vrsta ovih gljiva, doslo se
do informacija da veliki broj gena, ¢ini deo klastera uklju¢enog u sintezu sekundarnih metabolita.
Primera radi, genom T. virens se sastoji od 440 gena (klasifikacija sprovedena ,,EuKaryotic
Orthologous Groups, KOG’”) koji su povezani sa biosintezom sekundarnih metabolita (Sharma i sar.,
2019). Vecina sekundarnih metabolita sintetiSe se neribozomalnom peptid-sintetazom (NRPS),
hibridnom poliketid-sintazom (PKS) i terpenskom sintazom (Zeilinger i sar., 2016). Gljive roda
Trichoderma vrse sintezu neisparljivih i isparljivin organskih jedinjenja (VOC) od kojih su za
stimulaciju biljnog rasta i kontrolu brojnosti fitopatogena najznacajniji neribozomalni peptidi,
poliketidi, terpenoidi i pironi.

Neribozomalni peptidi ¢ine veliku 1 vaznu grupu sekundarnih metabolita. Nastaju fuzijom dve ili viSe
aminokiselina uz pomo¢ neribozomalne peptid-sintetaze (NRPS). U ovu grupu spadaju peptabiotici,
epiditiodioksipiperazini 1 siderofore. Peptabiotici su cikli€ni peptidi koji su izgradeni od 4 do 21
aminokiseline. Identifikovano ih je vise 1000 (Zeilinger i sar., 2016). Ispoljavaju antimikrobnu i
citotoksi¢nu aktivnost. Indukuju odbrambene odgovore biljaka u vidu talozenja kaloze, i ekspresije
gena koja je povezana sa odbrambenim mehanizmom biljaka i akumulacijom fenolnih jedinjenja.
Pored peptabiotika, danas je poznato vise od 700 sekvenci peptaibola (kratki peptidi neribozomalnog
porekla) od kojih, vecinu proizvode, upravo gljive roda Trichoderma (Degenkolb i sar., 2008).
Epiditiodioksipiperazini su reaktivni sekundarni metaboliti gljiva, ¢ija toksi¢nost poti¢e od disulfidne
veze, koja moze da inaktivira proteine vezivanjem za tiol grupe ili stvaranjem ROS (Zeilinger i sar.,
2016). Najbolje prouceni biotoksini iz ove grupe su glitoksin i gliovirin, koje su vazi za biokontrolu
biljnih patogena i sitetise ih T. virens. Siderofore su sekundarni biomolekuli koji heliraju gvozde.
Siderofe, kao §to su dimerna kiselina, fusigen, fusarinin A, koprogen, sintetiSe veliki broj vrsta gljiva
Trichoderma (Lehner i sar., 2013). Poslednja izolovana siderofora za koju je utvrdeno da stimulise
rast biljaka je harzianska kiselina, koju su izolovali iz T. harzianum Vinale i sar. 2009. godine.

Poliketidi su najbrojnija grupa sekundarnih biomolekula, sintetiSu se iz jedinjenja poput acetil-
koenzima A i malonil-konezima A posredstvom hibridne poliketid-sintaze (PKS). Trichoderma spp.
vr$i biosintezu poliketida poput: antibiotika (tetraciklini i makrolidi), pigmenata (bikaverin i
fuzarubin), mikotoksina (aflatoksin, fusarna kiselina i fumonizin) i statina (lovastatin i kompaktin)
(Zeilinger i sar., 2016).

Terpenoidi ¢ine najvecu grupu organskih jedinjenja i u prirodi se mogu javljati u vidu isparljivih ili
neisparljivih organskih jedinjenja. R-mevalonska kiselina predstavlja polazno jedinjenje za sintezu
terpenoida, dok je kljucni enzim u biosintezi terpena terpenska sintaza. Kod gljiva roda Trichoderma
identifikovani su slede¢i terpeni: isparljivi terpen (harzianodinon), seskviterpeni (trihodermin i
harzianum A) i triterpen (viridin) (Zeilinger i sar., 2016). Istrazivanja ukazuju da prilikom formiranja
endofitne asocijacije, spomenuti terpenoidi, imaju bitnu ulogu u komunikaciji izmedu gljiva i korena
biljaka, koja se ostvaruje na molekulskom nivou.
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Pironi su heterociklicna hemijska jedinjenja, ¢ija biosinteza jo§ uvek nije do kraja istrazena.
Najvazniji predstavnik , koji sintetiSu gljive roda Trichoderma je 6-penil-piron (6-PP). Ovo jedinjenje
se klasifikuje kao VOC, odgovorno za karakteristi¢cnu aromu kokosa i deluje antifungalno (Zeilinger
i sar., 2016).

1.3.5. Stimulacija otpornosti biljaka na abioticki i bioticki stres

Adaptacije ili sticanje otpornosti na bioticki i/ili abioticki stres od velikog su znacaja za biljke, jer
kao sesilni organizmi one nisu u moguc¢nosti da izbegnu nepovoljne uslove. Da bi biljke reagovale na
stres one prvo moraju da ga prepoznaju. Prepoznavanje je najceS¢e na membranskom nivou i
ostvaruje se uz pomo¢ receptornih proteina za koje se vezuju signalni molekuli. Klju¢ni korak u
biljnoj odbrani je blagovremena percepcija stresa, kako bi odgovor mogao biti brz i efikasan (Rejeb
i sar., 2014). Nakon prepoznavanja stresa, odbrambeni mehanizam biljaka aktivira kaskadne,
intracelularne signalne reakcije, koje zatim prenose informaciju o stresu kroz ¢eliju. Signalni put se
dalje nastavlja regulacijom procesa transkripcije ili post-translacionim modifikacijama. Transkripcija
gena idukovanih stresom reguliSe se vezivanjem transkripcionih faktora za specifi¢ne regione DNK
(Stiki¢ i Jovanovi¢, 2015). U ovoj fazi dolazi do ekspresije odredenih gena i sinteze proteina stresa.
Celije zatim reaguju specifi¢nim metaboli¢kim odgovorima, a kao rezultat svega, nastaje odredena
adaptivna reakcija (Ramirez-Valdespino i sar., 2019).

1.3.5.1. Stimulacija otpornosti na abioticki stres

Brojna istrazivanja govore o sposobnosti gljiva roda Trichoderma da indukuju otpornost biljaka na
abioticki stres. Poznato je da ove gljive poboljSavaju otpornost biljaka na susu, visoke ili niske
temperature, vlagu, salinitet i povecane ili smanjene koncentracije hranljivih supstanci (Contreras-
Cornejo i sar., 2016). U zemljistu, povisene koncentracije NaCl deluju kao osmotski stres, koji izaziva
susu, smanjene koncentracije hlorofila, smanjene otpornosti na patogene i smanjenog rasta biljaka.
Zabelezeno je da T. harzianum ublazava Stetne efekte kod pirin¢a uzrokovane povecanim salinitetom
(Rawat i sar., 2012), T. asperelloides kod A. thaliana (Brotman i sar., 2013), a T. asperellum kod
krastavca (Qi i Zhao, 2013). Kod pSenice, kada je izlozena istoj vrsti stresa, u prisustvu T.
longibrachiatum, dolazi do znacajne stimulacije sinteze antioksidanasa, kao Sto su superoksid-
dizmutaza (SOD), katalaza (CAT) i peroksidaza (POD) (Zhang i sar., 2016). Ghorbanpour i sar.
(2018) su primetili da je stres uzrokovan niskim temperaturama kod biljaka paradajza ublazen
primenom T. harzianum. Montero-Barrientos i sar. su 2010. godine dokazali da biljke A. thaliana
pokazuju vecu toleranciju na poviSene temperature nakon S§to su geneticki transformisane genom
Hsp70 T. harzianum. Istrazivanja Adams i sar. (2007) su pokazala da T. harzianum u zemljistu, u
kojem su povisene koncentracije Cr, Ni, Pb i Sb, vezuje teske metale, Cine ih manje toksi¢nim i
podstic¢e produkciju biomase vrba za 39 % u odnosu na netretirane biljke.

Jedana od najznacajnijih vrsta abiotickog stresa je susa. Ona indukuje niz biohemijskih i fizioloskih
odgovora, medu kojima su najznacajniji mehanizmi zatvaranja stoma, ekspresija gena za biosintezu
ABA, smanjen intenzitet fotosinteze i intracelularne koncentracije COs2. Istrazivanja gljive roda
Trichoderma govore da ova gljiva stimuliSe rast korena, §to je jedan od najefikasnijih nac¢ina na koji
biljke sti¢u otpornost u uslovima smanjene snabdevenosti vodom. Jedan od mehanizama otpornosti
na susu zasniva se i na ¢injenici da koren biljaka u interakciji sa hifama ovih gljiva olakSano usvaja
kapilarnu vodu, koja je kapilarnim silama vezana za pore u tlu. Sintezom organskih kiselina poput
glukonske, limunske i fumarne kiseline, ove gljive rastvaraju fosfate, mikroelemente i mineralne
katjone poput gvozda, mangana i magnezijuma, Sto dalje olakSava i/ili omogucéava usvajanje
hranljivin nutrijenata i u uslovima suse. Sintezom fitohormona (auksini, CK i ET) doprinose
otpornosti biljaka na stres izazvan suSom. Stres izazvan vodnim deficitom i/ili visokim
temperaturama, kod biljaka dovodi do intenzivnije proizvodnje reaktivnih jedinjenja kiseonika (ROS)
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koja negativno uti¢u na ¢elijske membrane, enzimske reakcije, odvijanje procesa fosforilacije, a u
velikim koncetracijama prouzrokuju i c¢elijsku smrt. Kod biljaka koje su u interakciji sa
Trichodermom spp. utvrdene su povisene koncentracije hitinaza, lipooksigenaza, glukanaza,
preoksidaza 1 hidroperoksidaza. Ovi enzimi su ukljuCeni u procese sinteze fenola i fitoaleksina koji
redukuju ROS u tkivu biljaka i takve biljke bivaju otpornije na uslove smanjene snabdevenosti
vodom. Kod biljaka paradajza koje su izlozene dejstvu suse utvrdeno je da T. harzianum u korenu i
listu modulise ekspresiju gena koji kodiraju antioksidativne enzime kao $to su superoksid-dizmutaza
(SOD), katalaza (CAT) i askorbat-peroksidaza (APX) koji uklanjanjaju ROS (Contreras-Cornejo i
sar., 2016).

1.3.5.2. Stimulacija otpornosti na bioti¢ki stres - Trichoderma kao biopesticid u biokontroli
biljnih bolesti

Za suzbijanje bolesti, u veéini sluc¢ajeva, u poljoprivredi se koriste hemijski pesticidi. Ove hemijske
mere dovode do efikasnog poveéanja prinosa, ali one vrSe negativan uticaj na zivotnu sredinu,
diverzitet mikroorganizama i zdravlje ljudi. Sve vec¢a potreba za kontrolom bolesti u cilju povecanja
prinosa i kvaliteta poljoprivrednih proizvoda, a da se pri tome ne vr$e negativni uticaji na zivotnu
sredinu, dovela je do razvoja alternativnog pristupa tj. bioloSke kontrole. Biokontrola je ekoloski
prihvatljiv nacin u borbi protiv biljnih patogena i Steto€ina primenom bioloSkih materijala. Najcesce
su u upotrebi mikroorganizmi i njihovi proizvodi. Na mogucénost primene gljiva roda Trichoderma
kao biokontrolnog agensa, prvi put su ukazali Weindling i saradnici 1934. godine.

U interakciji izmedu biljke, soja Trichoderma i patogena ukljuceni su brojni procesi. Pored toga Sto
su uspesni biljni simbionti, ove gljive su danas poznate i kao jeftini, efikasni i ekoloski prihvatljivi
biokontrolni agensi. Prilikom kontrole biljnih patogena utrdeno je da vrSe minimalan uticaj na
ekolosku ravnotezu zemljista, kao i na brojnost drugih korisnih mikroorganizama zaduZenih za
kontrolu patogena. Mehanizmi delovanja ovih gljiva, kao biokontrolnih agenasa, zasnivaju se na
antagonistickim odnosima kao $to su: kompeticija, amensalizam, indukovana otpornost i parazitizam
(Sood i sar., 2020; Contreras-Cornejo i sar., 2016).

Kompeticija kao tip ekoloskih odnosa je klasican mehanizam biokontrole od strane gljiva
Trichoderma spp. koje se nadmecu za prostor i hranljive materije sa drugim mikroorganizmima.
Sposobnost da modifikuju rizosferu, brz rast micelija, produkcija velikog broja spora, mala potreba
za vodom, podnoSenje Sirokog raspona temperature i pH vrednosti, samo su neke od osobina, koje
omogucavaju ovim gljivama da se uspeSno izbore za prostor i1 nutrijente. Ugljenik, gvozde i1 azot su
neophodni elementi za vec¢inu filamentoznih gljiva (Vinale 1 sar., 2008). Ograni¢avanje unosa
spomenutih elemenata jedna je od metoda bioloske kontrole patogena od strane gljiva roda
Trichoderma. Neke vrste gljiva Trichoderma u uslovima nedostatka gvozda proizvode siderofore,
koje heliraju gvozde i prevode ga u oblik lako dostupan za biljku. Povec¢ano usvajanje gvozda od
strane biljaka iscrpljuje izvore ovog elementa i na taj nain inhibira rast drugih mikroorganizama.
Gljive roda Trichoderma pokazuju vecu sposobnost apsorbcije hranljivih materija iz zemljista, u
poredenju sa drugim zemljiSnim mikroorganizmima (Bargaz i sar., 2018). Ovu prednost, izmedu
ostalog, ostvaruju smanjivanjem pH vrednosti zemljiSta lucenjem glukonske, fumarne i limuinske
kiseline, koje olakSavaju solubilizaciju mikroelemenata i mineralnih katjona (Fe, Mn, Mg) (Sood 1
sar., 2020). Dobar primer je T. harzianum koja kontrolise rast patogena Fusarium oxysporum
nadmecuci se sa njim za hranljive materije i1 kolonizacijom rizosfere.

Amensalizam je vid bioloSke interakcije u kojoj gljive roda Trichoderma ogranicavaju rast i razvice
drugih mikroorganizama, pri ¢emu same ne trpe negativne posledice. Ovaj tip biokontrole karakterise
sinteza i luCenje brojnih ekstracelularnih enzima i sekundarnih metabolita gljiva Trichoderma spp
(Cardoza et al. 2007). Vazniji predstavnici sekundarnih metabolita i antibiotika koje luce su
peptaiboli, poliketidi, pironi, neribozomski peptidi, siderofore, terpeni, steroidi i jedinjenja koja
sadrze azot i oni direktno ograni¢avaju rast i razvoj patogenih gljiva (Sharma i sar., 2019). Antibiotski
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i fungicidni metaboliti , poput konigidina D (sintetiSe T. konigii) sprecavaju rast i razvoj patogena R.
solani, Phytophthora cinnamomi, Pythium middletonii, Fusarium oxysporum i Bipolaris sorokiniana.
Na isti na¢in antibiotik viridin (sintetiSe T. koningii, T. viride i T. virens) deluje na patogene Botrytis
allii, Colletotrichum lini, Fusarium caeruleum, Penicillium expansum, Aspergillus niger i
Stachybotrys atra (Sood i sar., 2020). Harziani¢na kiselina kao derivat T. harzianum u in vitro kulturi
pokazuje antibiotsku aktivnost protiv patogen Pythium irregulare, Sclerotinia sclerotiorum i R. solani
(Manganiello i sar., 2018).

Indukovana otpornost dovodi do aktiviranja odbrambenog sistema biljaka, koji suzbija i usporava
infekcije patogenima. Poznato je da inokulacijom gljiva roda Trichoderama u rizosferu, biljke sti¢u
otpornost od napada patogena kao $to su virusi, bakterije i gljive. Biljke tada aktiviraju razlicite
mehanizme u borbi protiv patogena, koji uglavnom ukljucuju indukovanu sistemsku otpornost i
sistemsku ste¢enu otpornost (Sood i sar., 2020). Potvrdeno je da razliciti metaboliti ovih gljiva mogu
da izazovu indukovanu otpornost. Elicitori iz gljiva roda Trichoderma odgovorni su za ekspresiju
nekoliko familija gena, koje kodiraju proteine, povezane sa odbrambenim sistemima biljaka (Gomes
i sar., 2018). Ove gljive kod biljaka aktiviraju ekspresiju gena, koji kodiraju enzime oksidativnog
stresa, PR (patogenesis-related), hitinaze, ksilanaze, peroksidaze i B-glukozidaze. Kada gljive roda
Trichoderma kolonizuju koren biljaka, dolazi do povecanja koncentracije biljnih hormona JA i ET,
koji kao signalni transdukcioni molekuli indukuju sistemsku otpornost. lako su geni i signalni putevi
ova dva tipa otpornosti kod biljaka drugaciji, rezultat njihovog delovanja je isti. Biljke u oba slu¢aja
sticu otpornost na napad patogena. Poznato je da ova dva vida otpornosti mogu da deluju i
sinergistiCki te se u literaturi ¢esto mogu pronaci 1 kao sinonimi.

Parazitizam, kao interspecijski odnos, predstavlja sposobnost gljiva roda Trichoderma da zive na
rac¢un druge vrste tj. domacina. Ove gljive su antagonisti biljnih parazita kao $to su nematode. Poznato
je da su T. harzianum, T. asperellum i T. atroviride paraziti nematode Meloidogyne javanica koja
parazitira na viSe od 700 biljnih vrsta, takode T. harzianum je i parazit nematoda koje napadaju
krompir Globodera rostochiensis (Sharma i sar., 2019). Ove gljive odlikuje i sposobnost
mikoparazitizma. Ovo je jedan od najvaznijih antagonistickih mehanizama kod gljiva Trichoderma.
Zabelezeno je oko 75 vrsta Trcihoderma koje pokazuju mikoparazitski potencijal. Ove gljive
napadaju brojne biljne patogene gljive kao $to su Rhizoctonia solani, Alternaria alternata, Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium spp., Botrytis cinerea, Pythium spp. i Ustilago maydis (Sood i sar., 2020).
Kada gljive roda Trichoderma prepoznaju biljnog patogena, na osnovu malih molekula koje on
produkuje, uvijaju svoje hife oko hifa patogena. Zatim dolazi do pojacane ekspresije gena, koji
kodiraju liticke enzime. Liti¢ki enzimi glukanaze, proteinaze 1 hitinaze u sinergiji sa peptaibolima
razgraduju celijski zid fitopatogenih gljiva. Na ovaj nacin Trichoderma prodire u hife domacina , gde
pocinje da parazitira i da se hrani njihovim unutrasnjim sadrzajem. Pretpostavlja se da je oko 20 do
30 poznatih gena, proteina ili metabolita uklju¢eno u ovu aktivnost.

1.4. Paradajz (Solanum lycopersicum L.) kao model organizam - opste
karakteristike

Genom paradajza je sekvenciran 2012. godine na sorti Heinz 1706 (H1706) i od tada dodatno raste
njegova popularnost kao model sistema u istrazivanju biljaka. Veli¢ina genoma iznosi priblizno 950
megabaza (Mb) 1 35000 gena. Od toga je 760 Mb slozeno u 91 skafold koji su uredeni u 12
hromozoma. Za razliku od genoma arabidopsisa i sirka, paradajz ima manje velikih kopija gena, LTR
(engl. long terminal repeat) retrotranspozona i manje visokofrekventnih k-mer (sve moguce
podsekvence dobijene sekvenciranjem DNK) (Sant’Ana i sar., 2018). Zbog znacaja u proizvodnji
povréa, kratkog ciklusa razvic¢a, raznovrsne hemijske prirode sekundarnih metabolita, genoma male
veli¢ine pogodnog za geneticke manipulacije i transformacije, paradajz (Solanum lycopersicum L.)
se Cesto koristi kao model organizam za istrazivanja abiotiCkog i biotickog stresa, kao i za
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proucavanja razvic¢a i sazrevanja plodova. Shodno tome, paradajz pruza nove uvide u bioloske
procese koji se ne mogu dobiti primenom drugih model organizama poput arabidopsisa i pirinca.
Veoma je znacajan jer se koristi kao model organizam za ¢itavu familiju biljaka Solanaceae (krompir,
biber, duvan i patlidzan) koja broji vise od 3000 biljnih vrsta.

Paradajz je poreklom iz Juzne Amerike i druga je najées¢a i ekonomski najznacajnija povrtarska
kultura posle krompira (Quinet i sar., 2019). Ukupna svetska proizvodnja paradajza iznosi oko 182.3
miliona tona godi$nje na povrSini od 4.85 miliona hektara (FAOSTAT, 2019). To je viSegodiSnja
zeljasta biljka iz familije Solanaceae, koja se uglavnom gaji kao jednogodisnja biljka. Primarno stablo
odlikuje simpodijalan rast, sklonost poleganju zbog slabo razvijenog sklerenhimskog tkiva i
sposobnost formiranja adventivnih korena pri optimalnoj vlaznosti zemljista i vazduha. Bo¢ni izdanci
se razvijaju iz glavnog stabla, koje za razliku od bo¢nih grana neposredno po formiranju prve cvetne
grane zaustavlja svoj rast. Visina stabla uglavnom varira od 40 cm do 120 cm, dok kod pojedinih
genotipova moze dosti¢i i visinu do 3m. List paradajza je dug i do 50 cm, uglavnom je neparno perast
na dugackim drSkama i prekriven sitnim dlacicama. Nervatura lista je mreZasta i izraZenija je na
njegovom nali¢ju. Koren je razgranat i vretenast. Centralni koren dostiZze dubinu do 150 cm, dok je
najveca biomasa korena koncentrisana na dubini od 30 do 60 cm. Cvetovi paradajza su samooplodni
i organizovani u vidu prostih ili slozenih cvasti. U najve¢em broju slu¢ajeva cvet sadrzi 6 kruni¢nih
1 6 casicnih listi¢a. [z metamorfoziranih delova cveta nakon oplodenja nastaje plod. Plod paradajza je
bobica ¢ija veliCina, oblik, boja 1 ukus zavise od genotipa 1 uslova gajenja. Izgraden je od perikarpa,
placente i semenih komora u kojima se nalazi sitno i spljosteno seme sa debelom semenjac¢om koju
prekrivaju sitne dlacice (Jones, 2007).

Paradajz ima Sirok areal rasprostranjenosti. S obzirom da je poreklom tropska biljka zahteva dosta
toplote, svetlosti i vlage. Najbolje uspeva u predelima gde je prose¢na dnevna temperatura iznad 15
°C tokom 150 dana u godini. Optimalna dnevna temperatura za biljke je od 20 do 25 °C, dok je no¢na
od 13 do 17 °C. Minimalna temperatura potrebna za klijanje semena je 10 °C, dok pri temperaturi
ispod 15 °C i iznad 35 °C prestaje da cveta. Rast paradajza se zaustavlja ukoliko je temperatura padne
ispod 9 °C. Pored temperature biljka zahteva i dosta svetlosti, posebno u fazi rasade. Najkrace vreme
fotoperioda za cvetanje i zametanje plodova je izmedu 9 i 10 h, dok optimalno iznosi izmedu 121 16
h pri aktivnoj radijaciji od 300 umol m 2 st (Schwarz i sar., 2014). U uslovima smanjene osvetljenosti
izrazeno je smanje kvaliteta plodova u vidu koncentracije Secera i vitamina C. Optimalna relativna
vlaznost vazduha za rast i razvice paradajza se krece od 50 do 60%, dok je optimalna vlaZnost
zemljista oko 70 %. Paradajz uspeva na raznovrsnim tipovima zemljiSta. Tolerantan je na blagu
zaslanjenost do 640 mg soli/L i podnosi $irok raspon pH vrednosti zemljista od 5.5 do 7.9.

Susa je jedan od najznacajnijih faktora koji uti¢u na prinos paradajza, narocito kada se biljka nalazi
u fazi cvetanja i formiranja plodova. Vodni deficit u navedenim fazama razvic¢a indukuje apscisiju
cvetova i smanjuje broj formiranih plodova, usled ¢ega dolazi do redukcije prinosa i smanjenja
kvaliteta plodova. Nedostatak vode uti¢e na vecinu fizioloskih procesa kao §to su elongacija i deoba
na pojavu vodnog deficita (Zhou i sar., 2017). Kako bi prezivele stres suse, biljke paradajza pokrecu
niz mehanizama za adaptaciju na stres. Ovi mehanizmi uklju€uju razli¢ite molekularne, fizioloske 1
metaboli¢ke procese kao i razli¢ite morfoloSke adaptacije. Odgovor biljke na nedostatak vode zavisi
od genotipa, tipa zemljiSta, faze razvica biljke, intenziteta i1 trajanja suSe. U uslovima suSe opada
turgor i vodni potencijal, $to dovodi do akumulacije ABA koja izaziva zatvaranje stoma, §to dovodi
do smanjenog usvajanja CO:2 i intenziteta fotosinteze. Ovi procesi dalje indukuju smanjenje rasta
listova sa ciljem da se sacuva neophodna voda za normalno odvijanje fizioloskih procesa (Bharath i
sar. 2021; Zahao 1 sar., 2015). Zbog velike osetljivosti paradajza na susu, u brojnim zemljama gde se
uzgaja, neophodno je navodnjavanje kako bi se ostvario optimalan prinos. Dosadasnja istrazivanja su
dokazala da se primenom mikroorganizama moze povecati efikasnost koris¢enja vode biljaka, a
samim tim i smanjiti koli¢ina potrebne vode za navodnjavanje. S obzirom da se paradajz gaji na
najvecoj povrsini od svih povrtarskih kultura primenom mikroorganizama moze se napraviti znacajna

14



Doktorska disertacija Uvod Igor Vukeli¢

usteda vode, $to je pored ekonomskog znacaja od posebne vaznosti i zbog efekata klimatskih
promena.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Intenzivna istrazivanja gljiva roda Trichoderma aktuelna su od sredine dvadesetog veka, medutim
molekularni i fizioloski mehanizmi interakcije biljka - Trichoderma nisu jo§ uvek dovoljno

razjasnjeni.

Glavni naucni cilj istrazivanja u okviru ove teze je definisanje molekularno-fizioloSkih pokazatelja
pozitivhog odgovora biljaka na primenu gljiva iz roda Trichoderma, prouc¢avanjem biohemijskih,
morfo-fizioloskih i molekularnih parametara. Da bi se ostvario glavni cilj istrazivanja definisani su
slede¢i specifi¢ni ciljevi:

1. lzbor izolata gljiva roda Trichoderma iz kolekcije Fakulteta ekoloske poljoprivrede,
Univerziteta Edukons u Sremskoj Kamenici.

2. Proucavanje brzih odgovora biljke (do 48h) i interakcije Trichoderma - paradajz, kako bi se
bolje razumeli signalni mehanizmi. U okviru brzih odgovora ispitivan je uticaj gljiva iz roda
Trichoderma na:

in vitro stimulaciju klijavosti semena paradajza,

biohemijske promene i promene funkcionalnih grupa jedinjenja u celijskom zidu
radikula semena paradajza (koris¢ena metoda: infracrvena spektrometrija sa
Furijevom transformacijom),

biljke paradajza u uslovima smanjene snabdevenosti vodom (koris¢ene metode:
ELISA test za ABA, odredivanje sadrzaj vode u zemljiStu, merenje stomatalne
provodljivosti i vodnog potencijala listova, odredivanje sadrzaja hlorofila,
epidermalnih flavonola, antocijana i indeksa balansa azota).

3. Procena i razumevanje dugoro¢nih efekata gljiva roda Trichoderma na procese rastenja i
kvaliteta ploda paradajza. U okviru dugoro¢nih odgovora ispitivan je uticaj gljiva iz roda
Trichoderma na:

biohemijske i morfo-fizioloske parametre paradajza u uslovima stresa suse (koris¢ene
metode: automatska platforma za fenotipizaciju koja prati morfoloske parametre,
parametre fluorescencije hlorofila i parametre spektralne refleksije. Pored platforme
dodatno je koris¢ena oprema uz pomoc¢ koje su merenii parametri razmene gasova,
fluorescencija hlorofila, fotosinteti¢ki pigmenti i osmotski potencijal i temperatura
listova biljaka),

molekularne mehanizme odgovora biljaka (koris¢ene metode: izolacija RNK, pracenje
ekpresije gena (PR1b1 - signalni put salicilne kiseline; PINII - signalni put jasmonske
kiseline; NCED1 - sinteza ABA; SIJAF13 - sinteza antocijana; TPX1 - sinteza lignina
I suberin; FLS - sinteza flavonoida; C3H - sinteza hlorogenske kiseline; aktin -
endogena kontrola) primenom gRT-PCR, dok su ABA i fenolna jedinjenja odredena
upotrebom LC-MS-MS tehnike),

biohemijske, morfo-fizioloske i agronomske parametre paradajza gajenog u plasteniku
(koriS¢ene metode: hemijska analiza zemljiSta, analiza biohemijskih, morfoloskih 1
fizioloskih parametara biljaka kao i analiza kvaliteta ploda sprovedene su uz pomo¢
atomske apsorpcione spektrofotometrije).

Ocekuje se da ¢e rezultati iz ove disertacije imati doprinos u rasvetljavanju mehanizama interakcije
izmedu biljaka i gljiva roda Trichoderma.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Biljni materijal

Za istrazivanja, kao eksperimentalni materijal, izabrane su tri sorte paradajza (Solanum lycopersicum
L.): gruzanski zlatni, narvik i ailsa craig.

Gruzanski zlatni i narvik su dve srednje kasne sorte paradajza. Odabrane su za istrazivanja, jer se
Cesto koriste 1 za industrijsku proizvodnju i za trziSnu upotrebu, zbog dobrog kvaliteta ploda i
otpornosti na bolesti. Sorta gruzanski zlatni je otporan na Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici,
Verticillium albo-atrum, kao i na Phytophthora infestans, dok je narvik otporan na Fusarium
oxysporum f. sp. Lycopersici i Verticillium albo-atrum. ailsa craig je rana sorta paradajza, koja se
uzgaja viSe od 100 godina. Zbog lakoce genetickih transformacija na ovoj sorti paradajza sproveden
je veliki broj istrazivanja (Schwarz 1 sar., 2014).

3.2. Metode primenjene u ispitivanje uticaja gljiva iz roda Trichoderma na
klijanje semena paradajza

3.2.1. Uslovi gajenja

Uticaj gljiva iz roda Trichoderma na klijanje semena paradajza ispitan je na dve sorte paradajza:
gruzanski zlatni i narvik. Semena paradajza su sterilisanu u 2 % NaClO u trajanju od 20 minuta,
nakon ¢ega su ispirana destilovanom vodom. Semena su potom naklijavana u Petri posudama (@ 15
cm) na hranljivoj podlozi 0.5 x Murashige & Skoog (MS). Gljive iz roda Trichoderma, stare Cetiri
dana, presejane su sa PDA podloga (krompir dekstrozni agar) u Petri posude sa MS podlogama, kako
bi rasli u kokulturi sa semenom paradajza. Semena su potom inkubirana u mraku, u termostatskoj
komori, na temperaturi od 25 °C. Ispitivan je uticaj pet razliitih vrsta gljiva (Tabela 2), kako bi se
sagledao njihov uticaj na klijanje semena paradajza. Uticaj razlicitih vrsta Trichoderma na klijanje
semena na MS podlogama (Slika 4) ispitivan je nakon 48 h, dok jo$ nije ostvaren fizi¢ki kontakt
izmedu gljiva 1 semena paradajza. Istrazivanja su sprovedena sa viSe od 10000 semena paradajza
(5000 semena paradajza gruzanski zlatni i 5000 semena paradajza narvik).

Tabela 2. Izolati gljiva Trcihoderma korisc¢eni za in vitro istrazivanje stimulacije klijanja semena
paradajza

Br. izolata u SZMC

Vrsta kolekciji
T. harzianum SZMC 20660
T. brevicompactum SZMC 22661
T. virens SZMC 22659
T. longibrachiatum SZMC 22664
T. citrinoviride SZMC 22668
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Slika 4. Klijanci semena paradajza gruzanski zlatni u prisustvu
T. harzianum 48 h posle nano$enja na MS hranjivu podlogu.

3.2.2. FTIR spektroskopija za odredivanje biohemijskih promena i promena funkcionalnih
grupa jedinjenja u éelijskom zidu

Infracrvena spektrometrija sa Furijevom transformacijom (FTIR) je vibraciona metoda koja koristi
upadno zracenje Siroke oblasti spektra. Frekvencija vibracionog kretanja hemijskih grupa jedinjenja
se nalazi u infracrvenoj oblasti spektra. Tokom interakcije sa uzorkom upadno infracrveno zracenje
pobuduje vibracione modove $to dovodi do razmene energija. Nakon interakcije smanjen je intenzitet
reflektovanog spektra na talasnim duzinama koje je uzorak apsorbovao. Oduzimanjem spektra
reflektovanog zracenja od spektra referentnog zracenja dobija se apsorpcioni spektar (Griffiths,
1975).

Uticaj gljiva roda Trichoderma na klijanje semena paradajza sprovedeno je primenom FTIR
spektrofotometra (IRAffinity-1, Shimadzu, Japan), kako bi se okarakterisale biohemijske promene i
promene funkcionalnih grupa jedinjenja u celijskom zidu radikula semena paradajza. Radikule
semena sorti paradajza gruzanski zlatni i narvik koje su rasle u kontrolnim uslovima kao i u kokulturi
sa T. harzianum i T. brevicompactum prikupljena su sa MS podloga. Radikule duzine ~ 4 mm su
suSene na 60 °C pet dana, nakon ¢ega su usitnjene. Prikupljeno je 250 mg suvog materijala, odnosno
po 1530 radikula od svakog tretmana. Analiza uzoraka je sprovedena pri rezoluciji od 4 cm™ u opsegu
talasnih duzina 4000-600 cm™* primenom tehnike KBr tableta (1 mg uzorka u 200 mg KBr). Primer
FTIR spektra pirkazan je na Slici 5.

Detekcija razlika u strukturnoj organizaciji ili konformaciji proteina u radikulama semena paradajza
izvrSena je na osnovu delova spektra kod kojih je radena dekonvolucija proteinskih traka normiranih
na jedini¢nu povrsinu (Slika 6). Analiza je sprovedena pomocu Gausovog modela za dekonvoluciju,
cetvorokomponentni za Amid I traku i trokomponentni za Amid II traku uz pomo¢ softvera Matlab
6.5 (R2010a). Udeo o heliksa, B nabrane ravni i zaokreta u strukturi proteina je odredivan kao
procentualni udeo povrSine komponenti dobijenih dekonvolucijom i koje odgovaraju ovim
strukturama u povrsini cele trake Amid I, dok je udeo uredene i neuredene strukture u proteinima
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odredivan kao procentualni udeo povrsine odgovarajuc¢ih komponenti u povrsini trake Amid II, s tim
Sto je povrsina trake uzimana kao 100 %.

|
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Slika 5. FTIR spektar kontrolnog uzorka usitnjenih radikula semena paradajza
gruzanski zlatni.
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Slika 6. Primeri dekonvolucije Amid I trake (A, B i C) i Amid Il trake (D, E i F) FTIR spektra za
radikule paradajza: gruzanski zlatni kontrola (A, D),gruzanski zlatni u kokulturi sa T. harzianum
(B, E), gruzanski zlatni u kokulturi sa T. brevicompactum (C, F).

3.2.3. Skenirajuc¢i elektronski mikroskop (SEM) za mikroanalizu popre¢nog preseku radikula
semena paradajza

Snimanje povrSine epidermisa i popre¢nog preseka radikule semena paradajza sprovedeno je
skenirajuéim elektronskim mikroskopom (SEM). SEM (Tescan Vega TS 5130MM, Ceska
Republika) sa BSE detektorom (engl. back-scattered electrons, povratno rasuti elektroni) i EDS
sistemom (energodisperziona spektroskopija), (“INCAPentaFETx-3" detektor, Oxford Instruments,
UK). Za sprovodenje analize uzoraka uredaj koristi snop visokoenergetskih elektrona, koji
bombarduju povrsinu uzorka sto dovodi do pojava sekundarne emisije elektrona. Detektor registruje
snop odbijenih elektrona od povrsine uzorka i oblikuje se slika.

Primenom SEM-a analizirano je da li dolazi do morfoloskih promena radikulama semena i da li dolazi
do njihovog fizickog kontakta sa gljivom. Pripremljeni uzorci su posmatrani pod uveli¢anjima od
200x, 500x%, 1000x, 2000x i 5000x, pri naponu snopa od 20 kV.
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3.2.4. Statisticka obrada podataka

Kako bi se odredile statisti¢ki znacajne razlike (p<0.05) u brzini klijanja semena paradajza u kokulturi
sa gljivama Trichoderma spp. kori$¢ena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey-
evim Post Hoc testom. Analiza je sprovedena uz pomo¢ programa GraphPad Prism verzija 6.01
(GraphPad Software, San Diego, California, USA).

3.3. Metode primenjene u ispitivanju ranih reakcija biljaka na interakciju sa
gljivama roda Trichoderma u uslovima smanjene snabdevenosti vodom

3.3.1. Uslovi gajenja

Biljke paradajza (Solanum lycopersicum Mill. cv. ailsa craig) gajene su u fitotronskoj komori u
kontrolisanim uslovima (Slika 7). Intenzitet svetlosti je iznosio 250 pmol fotona m2s? sa
fotoperiodom od 14 h. Dnevna temperatura je bila 23 °C, no¢na 17 °C, a relativna vlaznost vazduha
je odrzavana na 60 %. Mlade biljke su optimalno zalivane (75 % sadrzaja vode u zemljistu) do pojave
Cetiri lista, nakon Cega su uvedena dva faktora: prestanak zalivanja biljaka i Trichoderma
brevicompactum. Primenjeni su sledeéi tretmani: optimalno zalivanje (K), optimalno zalivanje sa
prisustvom izolata T. brevicompactum (K_T), prestanak zalivanja (S), prestanak zalivanja sa
prisustvom izolata T. brevicompactum (S_T).

Slika 7. 1zgled biljaka u fitotronskoj komori tokom eksperimenta.

3.3.2. Priprema suspenzije gljiva

Izolat gljive Trichoderma brevicompactum SZMC 22661, je pre pripreme suspenzije, inkubiran Cetiri
dana na PDA podlogama u mraku na 25 °C. Kolonije Ciste kulture su skinute ezom iz Petrijeve posude
i suspendovane u 100 mL vode. Reagens boce, sa suspenzijom spora gljiva, postavljene su u Sejker
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(TalBoys, Kingwood, Houston, TX, USA) i meSane 2 h pri brzini od 50 rpm. Broj spora gljiva
izbrojan uz pomo¢ hemocitometra. Podesena je gustina suspenzije koja je iznosila 8 x 108 CFU/mL i
koja je primenjena u zoni korena biljke. Zapremina inokulata kojim su biljke tretirane iznosila je 5
mL.

3.3.3. Odredivanje sadrzaja vode u zemljiStu

Sadrzaj vode u zemljistu (SWC) meren je na dubini od 6 cm pomocu Theta probe (Delta-T,
Cambridge, U.K). SWC je pracen je u vremenskom intervalu od 2 h do 48 h (2 h, 6 h, 24 h, 48 h)
nakon aplikacije T. brevicompactum.

Sadrzaj vode u zemljiStu meren je u svim saksijama tokom trajanja ogleda i izraZen je kao srednja
vrednost za svaki tretman.

3.3.4. In vivo merenje sadrZaja hlorofila, epidermalnih flavonola, antocijana i indeksa balansa
azota

Sadrzaj hlorofila (Chl), epidermalnih flavonola (Flav), antocijanina (Ant) i indeks balansa azota
(NBI) u listovima paradajza mereni su in vivo nedestruktivnom metodom, primenom Dualex
Scientific senzora (Force-A, France). Ispitivani parametri su odredeni merenjem apsorbance
epidermisa lista u VIS (vidljivom delu spektra, 650 nm), NIR (blisko infracrvenom delu spektra, 710
nm) i UV-A (ultraljubi¢astom delu spektra, 375 nm) (Cerovic i sar., 2012). Sadrzaj hlorofila je
izmeren na osnovu razlike transmisije na dve talasne duzine 650 nm i 710 nm. Sadrzaj epidermalnih
flavonola i antocijanina je odreden iz diferencijalnog odnosa fluorescencije hlorofila, poredenjem
vrednosti absorbancija na 375 nm i 650 nm, dok indeks balansa azota predstavlja odnos Chl/Flav.

Obzirom da je epidermalni sloj lista bogat polifenolima, a mezofilni sloj lista bogatiji hlorofilom,
razlika u fluorescenciji hlorofila izmerena u blisko-crvenoj oblasti je direktna mera sadrzaja
polifenola u listovima. Odnos pobudene crvene svetlosti i zelene pobudene svetlosti predstavlja
indikator za sadrzaj antocijana (Slika 8 i Slika 9). Na aparatu se direktno ocitavaju indeksi za sva tri
pigmenta, a dobijene vrednosti ukazuju na nivo stresa kojem je biljka bila izloZena.

Merenja su obavljana na uniformnim i potpuno razvijenim mladim listovima paradajza 2 h, 6 h, 24 h
i 48 h nakon inokulacije T. brevicompactum .

Dobijeni rezultati su izrazeni kao srednja vrednost sedam bioloskih 1 tri tehnicka ponavljanja po
svakom tretmanu + SD.
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Slika 8. Sematski prikaz talasnih duZina emitovanih od strane Dualex i Multiplex senzora koje sluze
za odredivanje sadrzaj hlorofila, epidermalnih flavonola, antocijanina i indeks balansa azota u
listovima biljaka.
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Slika 9. Sematski prikaz adaksijalnog dela poprecnog preseka lista koji ilustruje princip metode
fluorescencije hlorofila (ChlF) za procenu sadrZaja jedinjena koja apsorbuju UV zrake u uzorku sa
visokom A) i niskom B) koncentracijom epidermalnih flavonoida kao i visokom C) i niskom D)
koncentracijom antocijana (Sytar i sar., 2016). Debljina strelica ukazuje na relativni intenzitet.

3.3.5. Merenje provodljivosti stoma (Gs)

Provodljivost stoma (Gs) je merena na potpuno razvijenim mladim listovima pomoc¢u porometra
(AP4, Delta-T, Cambridge, U.K). Aparat meri difuznu provodljivost vodene pare koja se oslobada
kroz stomine ¢elije tokom procesa transpiracije, Sto se prevodi u Gs ¢ija je vrednost izrazene su u
mmol m2 s,

Provodljivost stoma merena je 2 h, 6 h, 24 h i 48 h od momenta aplikacije T. brevicompactum.
Merenja su obavljana na tri uniforma i potpuno razvijena mlada lista po biljci.
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Dobijeni rezultati su izrazeni kao srednja vrednost sedam bioloskih i tri tehnicka ponavljanja po
svakom tretmanu + SD.

3.3.6. Merenje vodnog potencijal listova (WH20)

Vodni potencijal listova (yH20) je odreden primenom komore pod pritiskom gasa azota (Soil Moisture
Equipment Corp., Santa Barbara, CA, USA) po metodi Scholander et al. (1965). Metoda se zasniva
na istiskivanju ksilemskog soka iz listova koji se nalaze u komori, posredstvom pritiska gasa azota,
pri ¢emu pritisak koji dovede do pojave prvih kapi ksilemskog soka na popre¢nom preseku lisne drSke

predstavlja yHzo ¢ija je vrednost izrazena u -MPa.

W20 listova meren je 2 h, 6 h, 24 h i 48 h nakon inokulacije T. brevicompactum. Merenja su obavljana
na tri uniforma i potpuno razvijena mlada lista po biljci.

Dobijeni rezultati su izrazeni kao srednja vrednost tri bioloSka ponavljanja po svakom tretmanu +
SD.

3.3.7. Odredivanje koncentarije apscisinske kiseline (ABA) u listu i korenu

Ekstrakcija uzoraka je uradena iz usitnjenog biljnog materijala zamrznutog u te€nom azotu.
Odmereno je 100 mg biljnog tkiva i izmesano sa 1 mL destilovane vode i 2 % polivinilpirolidonom
(PVP40). U cilju sprecavanja nastanka nespecificne reakcije antitela za apscisinsku kiselinu, sa
drugim jedinjenjima, biljno tkivo je kratko prokuvano u vodi, a potom prebac¢eno u termomesalicu
(Thermomixer comfort, Eppendorf) gde je nastavljeno muckanje uzoraka u mraku u trajanju od 16 h
pri temperaturi od 4 °C. Uzorci se potom prebaceni u centrifugu, gde su centrifugirani 5 minuta, na
temperaturi od 4 °C i brzini od 14000 obr./min (Sigma 2- 16K, Germany). lzdvojen supernatant je
upotrebljen da se naprave odgovarajuca razblazenja potrebna za dalju analizu.

Sadrzaj apscisinske kiseline (ABA) u ekstraktima iz lista i korena odreden je ELISA testom (Tecan,
Sunrise, Svajcarska) primenom MAC 252 monoklonskog antitela za ABA (Asch, 2000). Nakon
imunoloske reakcije, gde je doslo do vezivanja antitela MAC 252 za enzim koji je obelezen
sekundarnim antitelom AntiRat IgG, vr$i se bojenje dodavanjem supstrata p-nitro-fenil-fosfata.
Apsorbanca rastvora je obrnuto proporcionalna koncentraciji ABA. Absorbanca rastvora je merena
na ELISA ¢itacu na 405 nm, a koncentracija ABA je izracunata preko standardne kalibracione krive.
Standardna kriva se odreduje na osnovu serije merenja standardnih rastvora poznatih koncentracija
ABA.

Koncentracija ABA pracena je 2 h, 6 h, 24 h i 48 h nakon inokulacije T. brevicompactum. U svakom
vremenskom intervalu, za odredivanje ABA, prikupljeni su listovi sa tri biljke, za jedno bioloSko
ponavljanje iz svakog tretmana.

Dobijeni rezultati su izrazeni kao srednja vrednost tri bioloska i i tri tehnicka ponavljanja po svakom
tretmanu + SD.

3.3.8. Statisticka obrada rezultata

Za statisticku obradu rezultata koris¢ena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey-
evim Post Hoc testom opisanom u poglavlju 3.2.4.
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3.4. Ispitivanje uticaja gljiva roda Trichoderma na biohemijske i morfo-
fizioloSke parametre paradajza u uslovima smanjene snabdevenosti vodom
primenom platforme za fenotipizaciju

3.4.1. Uslovi gajenja

Semena paradajza sorte gruzanski zlatni zasejana su u plasticne kontejnere malih dimenzija i gajena
su u klima komori pod optimalnim uslovima (75 % sadrzaja vode u zemljistu (SWC); fotoperiod 14
h; relativna vlaznost vazduha 60 %; intenzitet svetlosti 250 pmol fotona m2s™*; dnevna temperature
25 °C; temperatura tokom no¢i 17 °C). Biljke su uzgajane na komercijalnom supstratu TS-2
(Klasmann-Deilmann GmbH, Geeste, Germany) sledeceg sastava: pH 6.0, N - 280 mg/L, P20s - 200
mg/L, K20 - 360 mg/L, Mg - 100 mg/L.

Nakon tri nedelje, kada su biljke bile u fazi dva listi¢a, presadene su u saksije od 2 L i postavljene su
na platformu za fenotipizaciju biljaka, Slovackog poljoprivrednog Univerziteta u Nitri (PSI, Drasov,
Czech Republic) (Slika 10). Sve sadnice (ukupno 108) su bile fiksirane pomocu pritki kako bi se
formiralo uspravno stablo. Platforma za fenotipizaciju je obezbedila ujednacene i optimalne uslove
za sve biljke. Biljke su gajene pri intenzitetu svetlosti od 700 umol fotona m2s, fotoperiod je trajao
14 h, relativna dnevna vlaznost vazduha iznosila je 40 %, a tokom no¢i 50 %. Koncentracija CO2
iznosila je 300 ppm. Temperatura u toku dana bila je 25 °C, a tokom no¢i 17 °C.

Period adaptacije je trajao pet dana. Kada su biljke bile u fazi tri listi¢a, peti dan od momenta
prebacivanja biljaka na platformu za fenotipizaciju, uvedena su dva rezima zalivanja, u kombinaciji
sa aplikacijom dve vrste gljiva roda Trichoderma. Primenjeni rezimi automatskog zalivanja kojima
su biljke podvrgnute bili su: optimalno zalivanje do 70 % SWC i susa do 15 % SWC (Slika 11). Svaki
tretman imao je tri kombinacije: bez dodatka gljive, sa dodatkom gljive T. harzianum i sa dodatkom
gljive T. brevicompactum. Nivo od 15 % SWC dostignut je izmedu 16 i 20 dana od momenta
aplikacije gljiva iz roda Trichoderma (Slika 11 i Slika 12a).

Kombinacijom dva rezima zalivanja i dve vrste gljiva roda Trichoderma dobijeno je ukupno Sest
tretmana (C - optimalno zalivane biljke, D - biljke izloZene susi, C_T1 - optimalno zalivane biljke u
prisustvu T. harzianum, C_T2 - optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum, D_T1 -
biljke izloZzene susi u prisustvu T. harzianum i D_T2 - biljke izlozene susi u prisustvu T.
brevicompactum) (Slika 12). Saksije sa biljkama u razliCitim tretmanima su bile nasumicno
rasporedene na platformi za fenotipizaciju i njihov poloZaj je menjan tokom ogleda (jednom nedeljno)
kako bi se izbegao uticaj neuniformnih uslova gajenja tzv. ivicni efekat (pre svega intenziteta
osvetlenja, temperature 1 vlaznosti vazduha). Istrazivanja su sprovedena na ukupno 90 biljaka (15
biljaka po tretmanu), dok se na platformi nalazilo jo§ 18 rezervnih biljaka.

Istog dana kada je izvrSena aplikacija gljiva T. harzianum i T. brevicompactum zapoceta su merenja.
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Slika 10. Klijanci postavljeni na platformu za fenotipizaciju.
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Slika 11. Sematski prikaz eksperimenta po danima.

Pet dana nakon prebacivanja biljaka na platformu za fenotipizaciju izvrSena je inokulacija
gljiva T. harzianum i T. brevicompactum dodavanjem 5 mL suspenzije u zonu korena biljke, a
za kontrolu je dodata ista zapremina vode. Istog dana zapoceta su merenja sa portabl (hand-
held) uredajima, dok je biljkama predodredenim za tretman suse uveden rezim prestanka
zalivanja sve dok nivo SWC nije opao na 15 %, koji je kasnije odrzavan do kraja ogleda.
Merenja RGB kamerom sprovodena su svakodnevno od pocetaka eksperimenta, dok je
hiperspektralno i fluorescentno snimanje ukupno sprovedeno devet puta. Polovina biljaka
sakupljena je 26-og dana za vreme I Zetve kako bi se odredio sadrzaj pigmenata, osmotski
potencijal, sveza i suva masa podzemnih i nadzemnih delova biljaka. Ostatak biljaka prikupljen
je 47-og dana za vreme II Zetve koko bi bile sprovedene iste analize.
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Slika 12. Optimalno zalivane biljke (biljka br 36) i biljke podvrgnute susi (biljke br 56 i 59)
u trenutku kada je dostignut nivo od 15 % SWC (20 dan) (A), biljke u fazi cvetanja i
formiranja plodova (B), formirani plodovi kod biljaka podvrgnutih susi u tretmanu sa T.
brevicompactum (C), formirani plodovi kod optimalno zalivane biljaka u tretmanu sa T.
harzianum (D).

3.4.2. Priprema suspenzije gljiva

Priprema suspenzije izolata gljiva je opisana u poglavlju 3.3.2. U ovom ogledu kori$¢ene su dve vrste
gljiva T. harzianum SZMC 20660 i T. brevicompactum SZMC 22661.
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3.4.3. Mikrobioloska analiza zemljiSta

Ispitivanje mikrobnog diverziteta obavljeno je na standardnim mikrobioloskim podlogama metodom
razredenja i nakupljanja (Pepper i sar., 1995). Sve podloge su sterilisane u autoklavu (Fedegari FVG2,
Albuzzano, Italija) vodenom parom pod pritiskom od 1 atm i temperaturi od 121 °C. Razredenje
uzoraka sprovedeno u sterilnoj vodi iz vodovoda. Odreden je ukupan broj bakterija, amonifikatora,
sporogenih bakterija i ukupan broj gljiva, nakon I 1 II Zetve.

Ukupan broj bakterija odreden je na 10 % tripton sojinom agaru (10 % TSA, Torlak, Srbija). Broj
amonifikatora i sporogenih bakterija odreden je na meso-peptonskom agaru (MPA, Torlak, Srbija), s
tim $to je pre zasejavanja inokulum odgovarajuéeg razredenja sporogenih bakterija zagrevan 10 min
na 80 °C. Ukupan broj gljiva odreden je na roze bengal streptomicin agar hranljivoj podlozi (Pepper
i sar., 1995).

3.4.4. Merenje fotosinteticke razmene gasova i fluorescencije hlorofila pomocéu Li-6400XT

Fotosinteticka aktivnost listova odredena je pomoc¢u mobilnog sistema Li-6400XT (LiCor, Lincoln,
NE, USA) (Slika 13). Li-6400XT je otvoren sistem namenjen za nedestuktivne analize. Princip
merenja fotosinteze i transpiracije zasnivaju se na razlici koncentracija CO2 i H20 tokom strujanja
vazduha kroz komoru tj. kivetu u kojoj se nalazi list koji vrsi fotosintezu i transpiraciju. Digitalnom
kontrolom ventila dolazni tok vazduha se usmerava u kolone uz pomo¢ kojih se kontrolise 1 podeSava
koncentracija COz, vlaznost i temperatura vazduha. Vazduh sa podesenom vlaznos§¢u, temperaturom
i koncentracijom CO: dolazi do detektora koji registruje promene gasova koje nastaju usled
fotosinteticke aktivnosti lista. U komori u kojoj je list osvetljen fotosintetickom aktivnom radijacijom,
dolazi do opadanja koncentracija COz2 i porasta vlaznosti vazduha. Vazduh cirkuli$e kroz komoru uz
pomo¢ pumpe zahvaljujuci kojoj se ponovo vraca u detektor gde se registruju oscilacije koncentracije
CO2 i vlaznosti vazduha koje se javljaju kao rezultat procesa fotosinteze lista. Pomocu softvera
aparata uporeduju se razlike ulaznog i izlaznog vazduha na osnovu kojih se izraCunavaju parametri
razmene gasova i fluorescencije hlorofila prikazani u Tabeli 3. Brzina promene spomenutih
parametara direktno zavisi od brzine fotosinteze i provodljivosti stoma lista.
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Tabela 3. Parametri razmene gasova i fluorescencije hlorofila mereni primenom mobilnog sistema
Li-6400XT.

Naziv parametra Oznaka Jedinica
Intenzitet transpiracije E mmol H20 m?2 s
Intenzitet fotosinteze A umol COz2 m? st
Intracelularna koncentracija CO2 Ci umol CO2 mol?
Nefotohemijsko gaSenje fluorescencije hlorofila NPQ /
Provodljivost stoma Gs mol H20 m? st
Brzina linearnog elektronskog transporta kroz PS 11 ETR pumol m2 s
Minimalni kvantni prinos fluorescencije hlorofila Fo /
Maksimalni kvantni prinos fluorescencije hlorofila Fm /
Maksimalan kvantni prinos fotohemije fotosistema 11 Fv/Fm /
Trenutna efikasnost koris$¢enja vode WUE umol CO2 mmol™ H20
Unutrasnja efikasnost kori§¢enja vode WUEiI umol CO2 mol™? H20
Efikasnost karboksilacije A/Ci /

Obrasci za izraCunavanje:
FuW/Fm =1 - Fo/Fm
NPQ = (Fm - Fm’) / F
WUE = A/E
WUEI = A/gs

Merenje pomenutih parametara vrSeno je na svim biljkama 1 to na najmladem potpuno razvijenom
intaktnom listu. Merenja su sprovedena 21, 22, 23, 41 i 44-og dana u vremenskom intervalu od 10 h
do 15 h. Snimanje je vrSeno na listovima koji nisu bili pre-adaptirani u mraku, uslovi merenja su bili
slede¢i: ekvilibraciono vreme 2-3 min; fotosinteti¢ka aktivna radijacija 1000 umol m2 s (90%
crvena led i 10 % plava led svetlost); koncentracija CO2 unutar komore 400 ppm; relativna vlaznost
vazduha 40-50 %; temperatura kivete 26 °C (Zivcak et al., 2013).

Dobijeni rezultati su izrazeni kao srednja vrednost petnaest (nakon I Zetve sedam) bioloskih
ponavljanja po svakom tretmanu = SD.
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Slika 13. Merenje razmene gasova i fluorescencije hlorofila pomocu portabl aparata
Li-6400XT.

3.4.5. Merenje fotosintetickih parametara primenom MultispeQ V2.0

Merenja fotosintetickih parametara su sprovedena 26 i 41-og dana, nedestruktivno, na svim biljkama
1 to na najmladem potpuno razvijenom intaktnom listu. Merenje je vrSeno primenom portabl aparata
MultispeQ V2.0 (PhotosynQ LLC, East Lancing, MI). Aparat predstavlja kombinaciju meraca
hlorofila, fluorimetra i spektrofotometra objedinjenih u jedan uredaj koji je putem blutooth-a povezan
sa pametnim telefonom koji koristi aplikaciju PhotosynQ u cilju lakS§e manipulacije podacima (Slika
14). Snimanje je vrSeno na listovima koji nisu bili pre-adaptirani u mraku. Merenje na jednom listu
trajalo je 8 sekundi i tom prilikom izmereni su parametri prikazani u Tabeli 4.

Dobijeni rezultati su izraZzeni kao srednja vrednost petnaest (nakon I Zetve sedam) bioloskih
ponavljanja po svakom tretmanu = SD

Tabela 4. Parametri fotosinteze i fluorescencije hlorofila mereni primenom portabl aparata MultispeQ
V2.0

Naziv parametra Oznaka
Elektrohromni pomeraj (mAU) ECSt
Provodljivost protona gH+
Linearni elektronski transport LEF
Reakcioni centra fotosistema 1 PS1
Nefotohemijsko gasenje fluorescencije hlorofila NPQ
Relativni sadrzaj hlorofila RC
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Slika 14. Merenje parametara fotosinteze i fluorescencije hlorofila pomocu
portabl aparata MultispeQ V2.0.

3.4.6. Merenje sadrzaja hlorofila u listu i polifenola u epidermisu lista

Sadrzaj hlorofila (SFR_G), epidermalnih flavonola (Flav), antocijanina (Anth_RG) 1 indeks balansa
azota (NBI_G) u listovima paradajza mereni su in vivo, nedestruktivnom metodom, primenom portabl
optickog senzora Multiplex-3® (Force-A, Paris, France). Za razliku od Dualex senzora (opisano u
pogljavlju 3.3.4.), aparat vr$i beskontaktno merenje pomenutih parametara sa udaljenosti od priblizno
10 cm od biljke, koliko iznosi i dijametar snimanja. Multiplex je opremljen sa ¢etiri LED diode koje
emituju UV (375 nm), plavi (470 nm), zeleni (516 nm) i crveni (635 nm) spektar svetlosti koji
pobuduju lisnu povrSinu (Ghozlen et al., 2010). Na osnovu refleksije epidermisa lista registruju se
signali uz pomoc tri detektora za zuto, crveno i daleko crveno zracenje.

Merenja su obavljena na svim biljkama u Cetiri vremenska intervala. Prvo merenje sprovedeno je 2h
pre pocetka inokulacije biljaka sa gljivama Trichoderma, dok su naredna merenja sprovedena 24 h,
48 h i 72 h nakon inokulacije sa gljivama roda Trichoderma.

Dobijeni rezultati su izrazeni kao srednja vrednost petnaest bioloskih i tri tehni¢ka ponavljanja po
svakom tretmanu + SD

3.4.7. Ekstrakcija i odredivanje sadrzaja fotosintetickih pigmenata

Svezi uzorci sa potpuno razvijenih listova paradajza su prikupljani nakon I Zetve i dobro su usitnjeni
1 homogenizovani uz pomo¢ kvarcnog peska, MgCOz 1 100 % acetona. Zatim je uradena ekstrakcija
80 % acetonom. Pripremljeni rastvor je cetrifugiran 2 minuta na 2500 rpm na sobnoj temperaturi.
Zatim je i izmerena apsorbanca rastvora primenom UV-VIS spektrofotometra (Jenway, UK) na
talasnim duZinama od 470, 647 i 663 nm sa korekcijom rasipanja merenom na 750 nm.
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Koncentracija pigmenata u acetonskom rastvoru po jedinici lisne povrSine izmerena je koris¢enjem
jednacine Lichtenthaler (1987), u modifikaciji Porra 1 sar., (1989):

Ca=12.25 Assz — 2.79 Ass7 (Mg/m?)

Ch = 21.50 Ass7 — 5.10 Ages (Mg/m?)

Ca+b =7.15 Aesz + 18.71 Ass7 (Mg/m?)

Cx+c = (1000 As70 — 1.82 Ca — 85.02 Ch) / 198 (mg/m?)

Ca — koncentracija hlorofila a;

Cb — koncentracija hlorofila b;

Ca+b — koncentracija hlorofila a + b;

Cx+c — sadrzaj ukupnih karotenoida;

A — ocitana apsorbanca na spektrofotometru;

1.82,2.79 1 12.25 — molarni apsorpcioni koeficijenti hlorofila a na 470 nm, 647 nm i 663 nm;
5.10, 21.50 i 85.02 — molarni apsorpcioni koeficijenti hlorofila b na 663 nm, 647 nm i 470 nm;

7.151 18.71 — molarni apsorpcioni koeficijenti hlorofila a + b na 663 nm i 647 nm;

Dobijeni rezultati su izrazeni kao srednja vrednost osam bioloskih i tri tehni¢ka ponavljanja po
svakom tretmanu + SD

3.4.8. Parametri koji su dobijeni na platformi za fenotipizaciju biljaka

Na platformu za fenotipizaciju biljaka Slovackog poljoprivrednog Univerziteta u Nitri (PSI, Drasov,
Czech Republic) moze da se postavi ukupno 108 saksija zapremine 2 L. Platforma ima 6 pokretnih
kaiSeva od kojih svaki nosi po 18 saksija, na Slici 15. oznaceno je pod br. 1. Ukupna povrsina na
kojoj se biljke uzgajaju iznosi 24 m?. Platforma automatski omogucuje regulisanje uslova spoljasnje
sredine. Moguce je precizno podeSavati temperaturu, intenzitet osvetljenja, relativnu vlaznost
vazduha, kao i koncentraciju CO2. Takode automatski se vrsi i zalivanje biljaka. Maksimalna
dozvoljena visina biljaka za neometano funkcionisanje platforme iznosi 120 cm.

Platforma za fenotipizaciju je opremljena sa pet optickih senzora: RGB (engl. Red, Green, Blue) — za
ugao snimanja od 90°, RGB — za snimanje razli¢itih bo¢nih uglova, VNIR (vidljivi i bliski infracrveni
region elektromagnetnog spektra), SWIR (kratko talasni bliski infracrveni region) sa senzorom za
fluorescenciju hlorofila a. U sklopu platforme je i poluautomatski senzor za termalno snimanje.

Koli¢ina podataka koju je platforma prikupila tokom trajanja ogleda je 2.78 TB sa ukupno
napravljenih 17010 fotografija.
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Slika 15. Sematski prikaz platforme za fenotipizaciju biljaka.

Prostor za uzgajanje biljaka sa LED sistemom osvetljenja
Komora za preadaptaciju biljaka

Lasersko skeniranje QR koda biljaka

Komora za adaptaciju biljaka sa LED sistemom osvetljenja
Kamera za detekciju signala fluorescencije hlorofila

RGB kamera

Hiperspektralna kamera

Jedinica za zalivanje i merenje mase

Prostor za ru¢nu kontrolu biljaka

. Glavni racunar sa bazom podataka

. TAG ¢itaci

. Rucica za zaustavljanje saksija

. Jedinica za izvlacenje diskova koji se nalazi ispod saksije

Senzor za fotosinteticku aktivnu radijaciju (FAR)
Senzor za temperaturu i vlaznost vazduha

. CO2 senzor

Ormar sa FLIR sistemom

PLC - programabilni logicki kontroler (engl. Programmable Logic Controller)
Kompresor za vazduh

Kabinet za kontrolu LED sistema osvetljenja

HMI - ljudsko masinski interfejs (engl. Human Machine Interface) - kontrolna
tabla

Sistem za osmozu vode

Ultrazvuc¢ni ovlaziva¢ vazduha
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3.4.8.1. Snimanja RGB kamerom

Biljke su svakodnevno snimane, tokom trajanja ogleda, ukupno 47 dana. Simanje je vrSeno sa RGB
kamerom rezolucije 2454 x 2056 piksela u vidljivom delu spektra (400-700 nm). Kamera je
pozicionirana u komori za snimanje, dok su biljke automatski transportovane do nje (Slika 16a).

Dobijene slike su koriS¢ene za analiziranje parametara rasta i vizuelno otkrivanje morfoloSkih
promena, kao odgovor biljaka na suSu i1 dodatak suspenzije gljiva.

Dobijeni rezultati su izrazeni kao srednja vrednost petnaest (nakon I Zetve sedam) bioloSkih
ponavljanja po svakom tretmanu £ SD

3.4.8.2. Snimanje kamerom za detekciju signala fluorescencije hlorofila

Snimci fluorescencije hlorofila dobijeni su upotrebom visoko senzitivne kamere za detekciju signala
fluorescencije CCD (400 — 1000 nm) u kombinaciji sa vise nijansi svetlosti LED lampi (Slika 16c).
Merenja su sprovedena sa dve vrste pobudujuce (engl. actinic) svetlosti sa maksimalnim intenzitetom
osvetljena > 2.000 pmol fotona m™? s, Signal fluorescencija hlorofila ChIF sniman je nakon §to su
biljke bile pre-adaptirane u mraku u trajanju od 15 min.

Snimanja su vrSena jednom nedeljno na svim biljkama 1 tom prilikom praceni su slede¢i parametri:
Fv/Fm - maksimalan kvantni prinos PS Il u mraku;

NPQ - nefotohemijsko gasenje fluorescencije hlorofila;

QY _max - maksimalan kvantni prinos PS Il u mraku;

gP_Iss - koeficijent fotohemijskog gaSenja;

Qy_Iss - stvarna fotohemijska efikasnost;

Rfd_Iss — fluorescencije hlorofila u ravnoteznom stanju.

Dobijeni rezultati su izraZzeni kao srednja vrednost petnaest (nakon I zetve sedam) bioloskih
ponavljanja po svakom tretmanu = SD.

3.4.8.3. Hiperspektralne analize

Hiperspektralne kamere VNIR (vidljivi i bliski infracrveni region elektromagnetnog spektra) i SWIR
(kratko talasni bliski infracrveni region) koriStene su za automatsko snimanje svih biljaka jednom
nedeljno tokom trajanja eksperimenta (Slika 16b).

Tehnicke karakteristike VNIR kamere: spektralni opseg 340 - 900 nm, veli¢ina opsega 400 nm, Sirina
ulaznog proreza 25 pum, disperzija po pikselu 0.2 nm x piksel™, rezolucija talasnih duzina FWHM 0,8
nm, detektor silicijuma, prostorna rezolucija 480 piksela, spektralna rezolucija 640 piksela,
frekvencija slike 12 - 60 fps, dinamicki opseg 68 db.

Kamera VNIR kori§¢ena je za analizu spektra refleksije u vidljivom (VIS) i blisko infracrvenom
(NIR) regionu (380-1000nm), kako bi se utvrdili efekti razli¢itih tretmana na sledece hiperspektralne
indekse:

NDVI - vegetacijski indeks normalizovanih razlika (predstavlja pokazatelj zelene pokrivenosti i
izraCunava se na osnovu razlika izmedu blisko infracrvene i vidljive refleksije);

Chl a - indeks refleksije hlorofila a;
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ANTH — indeks antocijana;
CRI-1 - indeks refleksije karotenoida I;
CRI-2 - indeks refleksije karotenoida Il;

MCARI1 - modifikovani indeks odnosa apsorpcije hlorofila I.

Tehnicke karakteristike SWIR kamera: spektralni opseg 1.100 - 1.700 nm, veli¢ina opsega 600 nm,
Sirina ulaznog proreza 25 um, disperzija po pikselu: 0.95 nm x piksel-1, rezolucija talasnih duZina:
1.2 nm, detektor InGaAs, prostorna rezolucija 480 piksela, spektralna rezolucija 640 piksela,
frekvencija slike 50 fps, bit dubina 16 bit (Sytar i sar., 2017).

SWIR kamera je koriS¢ena prilikom analize spektra refleksije u kratkotalasnom blisko infracrvenom
regionu (900-2500 nm). Analizirani su slede¢i hiperspektralni indeksi:

SR4 - jednostavni indeks odnosa vode;
Water-1 - indeks refleksije ¢iste vode;

W1 — indeks refleksije vode u zavisnosti od sadrzaja vode u biljkama.

Dobijeni rezultati su izraZzeni kao srednja vrednost petnaest (nakon I zetve sedam) bioloskih
ponavljanja po svakom tretmanu = SD.
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Slika 16. Komora sa RGB kamerom i jedinica za zalivanje i merenje
mase biljaka (A), komora sa hiperspektralnom kamerom (B), komora za
snimanje fluorescencije hlorofila i tunel za adaptaciju biljaka (C).

3.4.9. Snimanje termalnom kamerom

Prvih pet dana nakon izvr$ene inokulacije sa gljivama roda Trichoderma, sve biljke su snimane, svaki
dan, u vremenskom periodu od 13 h i 30 min do 14 h i 30 min. Nakon petog dana tretmana, sve biljke

su snimane jednom nedeljno u istom vremenskom periodu. Snimanje je vr§eno termalnom kamerom
FLIR E60 (FLIR Sistems, Inc., Vilsonville, Oregon, SAD) (Slika 17).
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Princip rada termalne kamera zasniva se na merenju infracrvenog zracenja emitovanog sa povrsine
lista. Razlike u temperaturi lista javljaju se usled promena otvorenosti stoma. Preko stoma se odvija
transpiracija, a u zavisnosti od njihove otvorenosti dolazi do hladenja ili zagrevanja povrSine lista.
Biljke koje imaju nizu temperaturu uglavnom imaju bolji korenov sistem i bolje su snabdevene
vodom. Temperatura lista neposredno uti¢e na brzinu metabolizma biljaka preko koga je povezana

sa ciklusom vode pri ¢emu utic¢e na protok COz2 i H20, $to je u direktnoj vezi sa rastom i razvojem
biljaka.

Termalnom kamerom su dobijeni snimci rezolucije 320 x 240 piksela, a zahvaljujuéi infracrvenom
detektoru od 60Hz temperatura je ocitavana sa taéno$¢u od & 0.05 °C. Talasna duZzina lasera kamere
iznosi 650 nm, a temperaturni opseg snimanja od -20 do 650 °C.

Termalna kamera je bila postavljena iznad trake za automatsko transportovanje biljaka. Ugao pod
kojim su biljke snimane iznosio je 90 °. Sve fotografije napravljene su uz pomo¢ stativa sa udaljenosti
od 60 cm od biljke. Ukupno je napravljeno 730 termalnih fotografija. Obrada podataka uradena je uz
pomoc¢ softvera FLIR Tools + v5.13 (FLIR Sistems, Inc., Vilsonville, Oregon, SAD).

Dobijeni rezultati su izraZzeni kao srednja vrednost petnaest (nakon I zetve sedam) bioloskih
ponavljanja po svakom tretmanu = SD

Slika 17. Snimanje biljaka pomocu termalne kamere FLIR E60 (FLIR Sistems,
Inc., Vilsonville, Oregon, SAD).

3.4.10. Sveza i suva masa listova, stabla i korena

Sveze mase listova, stabla i korena izmerena su posle I Zetve (nakon $to je polovina biljaka uklonjena
sa platforme) da bi posle II Zetve bila izmerena i sveza masa preostalih biljaka. Kako bi se izmerila
suva masa nadzemnih delova i korena, biljke su dobro osu$ene na 75 °C, a potom su mase izmerene
na tehnickoj vagi.
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3.4.11. Statisti¢ka obrada rezultata

Za statisticku obradu rezultata koriS¢ena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey-
evim Post Hoc testom, kako bi se odredile statisticki znacajne razlike (p < 0.05) izmedu tretmana.
Analiza je sprovedena uz pomo¢ programa RStudio®, verzija 3.6.2. (RStudio, Inc., Boston, MA)
primenom paketa za vizuelizaciju i manipulaciju podataka: magrittr (verzija 1.5), tibble (verzija
3.0.3), dplir (verzija 1.0.0), data.table (verzija 1.12.8), emmeans (verzija 1.4.8) , ggplot2 (verzija
3.3.2).

3.5. Metode za ispitivanje molekularnih mehanizama odgovora paradajza na
susu i dodatak suspenzije gljiva roda Trichoderma

3.5.1. Uslovi gajenja

Uslovi gajenja biljaka i tretmani su opisani u poglavlju 3.4.1.

3.5.2. Odredivanje ekspresije gena paradajza kao odgovor na susu i dodatak suspenzije gljiva
T. harzianum i T. brevicompactum

Za identifikaciju molekularnih mehanizama, kao odgovor biljaka na kombinaciju abiotickog i
biotickog stresa, kori§¢ene su biljke paradajza koje su gajene na platformi za fenotipizaciju. Listovi
paradajza koji su prikupljeni tokom I Zetve, zamrznuti su u te€nom azotu, a potom je uradena i
liofilizacija uzoraka na temperaturi od - 85 °C pod pritiskom od 0.13 mbar (Telstar LyoQuest HT-40,
Beijer Electronics Products AB, Malmoe, Sweden).

Grupni uzorci su pripremljeni od uzoraka liofilizovanih listova sakupljenih sa 45 biljaka paradajza.
Napravljeno je 18 grupnih uzoraka, tako da su se u svakom tretmanu (Sest tretmana) nalazila po 3
grupna uzorka. Grupni uzorci su imali od 2 do 3 replikata.

Izolacija RNK je sprovedena uz pomo¢ komercijalnog seta za ekstrakciju Sigma-Aldrich Kit, prema
uputstvu proizvodaca. Nakon izolovanja RNK, gDNK je uklonjena dodatkom DNA-aze, a provera
integriteta izolovane RNK je izvrSena elektroforezom na 1 % agaroznom gelu (Slika 18). Jasno
vidljivi fragmenti 18S i 28S rRNK pokazatelj su dobrog integriteta RNK. Koncentracija RNK je
odredena merenjem apsorbancije na 260 nm uz pomo¢ NanoVuePlus spektrofotometra (GE
HealthCare LifeSciences, Engleska), dok je Cistofa uzoraka procenjena iz odnosa apsorbancija:
A260/230, A260/240 1 A260/280.
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__—» 28STrRNK
> 18SrRNK

—» 5STrRNK

Slika 18. Elektroforeza odabranih uzoraka RNK na 1 % agaroznom gelu.

Od 1 pg ukupne RNK, upotrebom reverzne transkriptaze (Revert Aid First Strand cDNA Synthesis
Kit, Thermo Scientific), prema uputstvu proizvodaca, sintetisana je cDNK uz pomo¢ Oligo (dT)1s
prajmera. Specifiénim prajmerima sprovedena je qRT-PCR amplifikacija (Tabela 5). Uzorci cDNK
su za potrebe PCR-a razblazene sa vodom u odnosu 1:5, reakcije su se odvijale u Light Scanner 32
sistemu (Idaho, USA) sa Kapa SYBR FAST gPCR Master Mix-om.

Za svaki grupni uzorak uradena je qRT-PCR amplifikacija u tri ponavljanja. Zapremina reakcionih
smesa iznosila je 20 pl. Reakcije su se odvijale pod slede¢im uslovima u aparatu:

Inicijalna denaturacija 1 min 95 °C
Denaturacija 15s 95 °C ]
Hibridizacija 30s Temperature  anilinga

prikazane u Tabeli 5 — 30ciklusa

Elongacija 1min4dss 72°C

Finalna ekstenzija 10 min 72 °C

Pre odredivanja relativne ekspresije gena, prethodno je potrebno uraditi validaciju Real time PCR
metode, ra¢unanjem efikasnosti PCR amplifikacije. Brzina stvaranja PCR produkta predstavlja
efikasnost PCR amplifikacije (E). Izrazava se u procentima i rauna se preko nagiba standardne krive:

E= (10—1/nagib st. krive _ 1) x 100

Validacija Real time PCR metode se ocenjuje kao pozitivna kada se vrednost efikasnosti PCR
amplifikacije (E) kre¢e u opsegu od 90 % do 110 %, odnosno nagib standardne krive treba da se krece
od -3.6 do -3.1. Ukoliko je E < 90 %, nagib standardne krive je manji od -3.6 i u tom sluc¢aju dolazi
do loSe reproducibilnosti rezultata izmedu ponovljenih uzoraka. U slucaju kada je E > 110 %, nagib
standardne krive je ve¢i od -3.1 §to ukazuje na lo§ kvalitet uzorka.

Da bi se izraCunala efikasnost PCR produkta napravljen je jedan grupni uzorak svih ispitivanih
cDNA, koji je potom razblazen u odnosu 1:20 i od njega su daje pripremljene serije razblazenja
(koncentrovano, 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32) za svaki ispitivani gen. Sve vrednosti E ispitivanih gena
kretale su se u optimalnom opsegu (Slika 19).
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Standardna kriva

¢
®
ISOUpaIA D

3.5 -3 2.5 -2 -1.5 -1 0.5 0
Log koncentracija

Slika 19. Primer standardne kriva za referenti gen aktin.
Efikasnost PCR amplifikacije E = 103 %
Nagib standardne krive -3.251

Racunanje relativne ekspresije gena sprovedeno je primenom komparativne AACt metode (Livak &
Schmittgen, 2001). Kao endogena kontrola, referentni gen koji se eksprimira nezavisno od
eksperimentalnih uslova, kori§éen je aktin, dok kalibrator oznacava referentnu vrednost ciljnog gena
konkretno u ovom slu¢aju predstavlja kontrolu za tretmane.

Relativna ekspresija gena = 2744
Pri ¢emu je:
AACt = ACt uzorka - ACt kalibratora

ACt uzorka = ACt ciljni gen u uzorku — ACt referentni gen u uzorku

ACt kalibratora = ACt ciljni gen u kalibratoru — ACt referentni gen u kalibratoru

Dobijeni rezultati su izrazeni kao srednja vrednost tri bioloska i tri tehnicka ponavljanja po svakom
tretmanu = SD.
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Tabela 5. Sekvence gena i temperature anilinga koris¢ene u qRT-PCR amplifikaciji

Funkcionalna Temper-
GEN . Prajmer forward (5'-3") Prajmer reverse (3'-5") atura Referenca
kategorija L
anilinga
Aktin Endogena GTCCTCTTCCAGCCATCCAT ACCACTGAGCACAATGTTACCG groc  Oukehaichi
kontrola sar., 2012
Signalni put Tucci i sar
PR1b1 salicilne GCACTAAACCTAAAGAAAAATGGG AAGTTGGCATCCCAAGACATA 61°C it
kiseline
Signalni put Tucci i sar
PINII jasmonske GGCCAAATGCTTGCACCTTT CGTGGTACATCCGGTGGGATA 58 °C ott
kiseline
Sinteza Nitsch i sar
NCED1 abscisinke CTTATTTGGCTATCGCTGAACC CCTCCAACTTCAAACTCATTGC 61°C SR
kiseline
SIJAF13 Sinteza AGGAGAGTTCAGGAGCTGGAG GCCTTCCTTTTGTTCGGTAG goecc  Lovdalisar,
antocijana 2010
Tpx1  Sintezalignina TGCAGCATTGACAACACGTA TCTTCCCATTTTCTCCATCG 60 °C Quiroga i
i suberin sar. 2000
FLS Sinteza TAAGATTTGGCCTCCTCCTG ACCAAGCCCAAGTGATAAGC gooc  L@vdalisar,
flavonoida 2010
Sinteza Paupiére i
C3H hlorogenske CTGTTGCTCGCGACCTCAAG ACCTAATTGTGCCCCTGGAC 60 °C p2020
kiseline sar.,

* engl. - Primer forward, nizvodni prajmer; engl. - Primer reverse, uzvodni prajmer
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3.5.3. Kvantitativno odredivanje sadrZzaja ABA i fenolnih jedinjenja primenom LC-MS-MS
tehnike

Kvantitativno odredivanje sadrzaja ABA 1 fenolnih jedinjenja (4 flavonoidna glikozida, 4
fenilpropanske kiseline, 3 derivata benzoeve kiseline i 1 kumarin) (Tabela 6) u pripremljenim
ekstraktima listova paradajza uradena je primenom LC-MS-MS tehnike (Or¢i¢ i sar., 2014.).

Od ukupno 45 uzoraka liofilizovanih listova paradajza, napravljeno je 18 grupnih uzoraka, tako da su
se u svakom tretmanu nalazila po 3 grupna uzorka. Grupni uzorci su imali od 2 do 3 replikata.

Ekstrakcija uzoraka je uradena iz odmerenih liofilizovanih grupnih uzoraka listova na sobnoj
temperaturi (Slika 20). Mereno je po 0.1 g i ekstrahovano sa 1 mL 80% metanola, zatim su uzorci
postavljeni 30 min u ultrazvu¢no kupatilo, pa na mehani¢ko muckanje 2 h, pri brzini od 300 rpm.
Nakon ovog koraka uzorci su vraceni u ultrazvucno kupatilo jos 30 min. U toku trajanja ekstrakcije,
treba voditi racuna, da temperatura bude podesena, tako da ne prelazi 40 °C, da ne bi doslo do
degradacije termolabilnih proizvoda. Posle ekstrakcije u ultrazvuénom kupatilu, uzorci su
centrifugirani u trajanju od 5 min na 12000 rpm. Dobijeni supernatant je uparen do suva u rotacionom
vakum uparivacu na temperaturi od 40 °C. Dobijeni suvi ostatak je rastvoren u 50% metanolu. Uzorci
su filtrirani kroz membranski filter sa veli¢inom pora od 0.45 um (Taveira i sar., 2012.).
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Liofilizovani listovi paradajza

v

CH30OH:H20 (8:2)

,

30 min ultrazvuc¢no kupatilo

2 h mehani¢ko muckanje
(300rpm)

30 min ultrazvu¢no kupatilo

5 min centrifuga (1200 rpm)

;
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v

Vakuum uparivaé

;

CH3OH:H20 (1:1)

— <40°C

{ 045um

LC-MS-MS

:

ABA i fenolna jedinjenja

Slika 20. Sematski prikaz procedure kvantitativnog odredivanja sadrzaja ABA i fenolnih jedinjenja
primenom LC-MS-MS tehnike.

Analiza je sprovedena korisS¢enjem te€nog hromatografa Agilent 1200 (Agilent Technologies, USA)
(opremljen vakum degazerom, binarnom pumpom, autosemplerom, termostatiranom komorom i
detektorom DAD) kuplovanog sa Agilent G6410A QgQ tandemskim masenim spektrometrom sa
elektrospej (ESI) jonskim izvorom. Razdvajanje analita je postignuto upotrebom reverzno-fazne
kolone Zorbax Eclipse XDB-C18 RR 50 mm x 4.6 mm x 1.8 um (Agilent Technologies, USA).
Upravljanje instrumentom i akvizicija podataka vrSeno je uz pomo¢ MassHunter Workstation Data
Acquisition v. B.01.03 softvera (Agilent Technologies, USA). Zapremina svih injektovanih uzoraka
jeiznosila 5 pL. Uzorci su zatim razblazeni u smesi faza A (0,05% mravlja kiselina) i B (metanol) uz
protok od 1 mL/min, dok je temperatura kolone iznosila 45 °C. Komponente su eluirane u
gradijentnom modu: 0 min 30% B, 6 min 70% B, 9 min 100% B, 12 min 100% B, vreme
reekvilibracije je iznosilo 3 min. Dobijeni eluat je prosleden na jonski izvor sa podesenim slede¢im
parametrima: protok gasa za susenje N2 je i iznosio 9 L/min, temperatura 350 °C, pritisak gasa za
rasprSivanje 40 psi, napon na kapilari 4 kV uz negativan polaritet. Ostali optimizovani parametri za
kvantifikaciju prikazani su u Tabeli mm2. Sadrzaj ABA i fenolnih jedinjenja je odreden metodom
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eksternog standarda na osnovu kalibracione krive (funkcija logaritma povrSine pika u zavisnosti od
logaritma koncentracije standarda, log(A) = f log(C)).

Dobijeni rezultati su izrazeni kao srednja vrednost tri bioloska i tri tehnicka ponavljanja po svakom

tretmanu = SD.

Tabela 6. LC-MS-MS parametri za kvantifikaciju ABA i ispitivanih fenolnih jedinjena

Retenciono Napon Jon Jon Koliziona
Klasa Jedinjenje vreme fragmentora  prekursor proizvod  energija
(min) V) (m/z) (m/z2) V)
Cikloheksan Hinska
karboksilna Lo 0.52 150 191 85 20
o kiselina
kiselina
p-OH-
o benzoeva 1.08 80 137 93 10
Derivati kiselina
benzoeve
kiseline irinai
Siringinska 1.31 90 197 182 7
kiselina
Ferulna 1.90 90 103 134 11
kiselina
Sinapinska 1.92 100 223 193 17
) kiselina
Fenilpropanske ¢
kiseline Kafena 1.18 100 179 135 10
kiselina
5-O-kafeoil-
hinska 0.80 100 353 191 10
kiselina
Kemferol-3-
O-glukozid 2.80 190 447 284 30
Luteolin-7-
Flavonoidni O-glukozid 2.13 230 a4 285 30
likozidi in-2-
g Kvercetin-3 2.25 210 463 300 30
O-glukozid
Kvercetin-3- 44 135 609 300 42
O-rutinozid
Kumarini Eskuletin 1.13 105 177 133 15

3.5.4. Statisticka obrada rezultata

Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey-evim Post Hoc testom koriséena je kako bi se
odredile statisticki znacajne razlike (p<0.05) izmedu tretmana. Analiza je sprovedena uz pomoc¢
programa GraphPad Prism verzija 6.01 (GraphPad Software, San Diego, California, USA).
(GraphPad Prism).
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3.6. Metode za ispitivanje uticaja gljiva roda Trichoderma na biohemijske,
morfo-fizioloske i agronomske parametre paradajza gajenog u plasteniku

3.6.1. Uslovi gajenja

Ogled je sproveden u selu Selenci (45°24'52,1"N, 19°18'52,4"E) u pokrajini Vojvodini, Srbija, na
organskoj farmi povrca. Uslovi gajenja su bili slicni kao u Zivanoviéu i sar. (2017). Paradajz

gruzanski zlatni i paradajz narvik uzgajani su u plasteniku duzine 20 m, Sirine 4.5 m i maksimalne
visine 2.5 m (Slika 21).

Za setvu su koriS¢eni kontejneri od stiropora sa podlogom meSavine treseta i perlita u zapreminskom
odnosu 3:1. Setva je obavljena sredinom februara. Nakon dvadeset dana uniformni rasad je presaden
u plasticne posude. Pocetkom aprila kada su biljke bile visoke ~ 20 cm, presadene su u plastenik
duzine 20 m, Sirine 4.5 m 1 visine do 2.5 m. Biljke su rasporedene u dva reda, pri ¢emu je razmak
izmedu biljaka u redu iznosio 50 cm, dok je razmak izmedu redova iznosio takode 50 cm, kako bi se
lakse pratio uticaj gljive T. harzianum pri razli¢itim tretmanima: kontrola narvik (G1C), kontrola
gruzanski zlatni (G2C), narvik u prisustvu T. harzianum (G1T), gruzanski zlatni u prisustvu T.
harzianum (G2T). U okviru svakog tretmana nalazilo se po 20 biljaka. Suspenzije T. harzianum
zapremine 5 ml primenjena je u zoni korena za vreme pocetka cvetanja biljaka. Kao pesticid koris¢en
je bakar sulfat i primenjen je dva puta pre cvetanja i pre formiranja prvih plodova. Biljke su
navodnjavane svakodnevno sistemom kap po kap.

Slika 21. Ogled u plasteniku, paradajz gruzanski zlatni desno i paradajz narvik levo na slici.

3.6.2. Priprema suspenzije gljiva

Priprema suspenzije izolata gljive Trichoderma harzianum SZMC 20660 je opisana u poglavlju 3.3.2.
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3.6.3. Enzimska karakterizacija izolata

Izolat T. harzianum SZMC 20660 je inkubiran na PDA podlozi pet dana pri temperaturi od 25 °C,
nakon ¢ega je iseCeno pet diskova micelije gljive prec¢nika 5 mm. Diskovi micelija gljive su potom
preneseni u erlenmajer sa po 200 ml sterilne PDB podloge (krompir dekstrozni bujon). Inkubacija je
nastavljena narednih sedam dana u mraku u orbitalnom Sejkeru na temperaturi od 25 °C pri 160 rpm,
nakon ¢ega je tecna kultura profiltrirana kroz sterilnu gazu. Dobijeni filtrat je koriS¢en za detekciju
ektracelularne enzimske aktivnosti 19 enzima (Alkalna fosfataza, esteraza (C4), esteraza lipaza (C8)
lipaza (C14), leucin- arilamidaza, valin-arilamidaza, cistin- arilamidaza, tripsin, a-himotripsin, kisela
fosfataza, naftol-AS-Bl-fosfohidrolaza, a-galaktozidaza, [-galaktozidaza, [B-glukuronidaza, -
glukozidaza, B-glukozidaza, N-acetil-p-glukozaminidaza, a-manozidaza i a-fukozidaza)

Enzimska karakterizacija je izvrSena APl ZYM testom (BioMerieux, France) prema uputsvu
proizvodaca. U svaki od 20 bunara API ZYM testa (prvi bunar predstavlja kontrolu) je preneto po 65
ul filtrata u koje je prethodno dodato 5 ml destilovane vode. Nakon perioda inkubacije (4 h na 37 °C)
dodata je po jedna kap reagensa ZYM A i ZYM B u svaku reakcionu tubu. Vizuelno ocenjivanje
promena boje i poredenja sa APY YZM Colour Chart-om je sprovedeno nakon 5 min. Prisustvo
enzima je ocenjivano na osnovu intenziteta obojenja: 0 - bez prisustva; 1 - slab intenzitet; 2 - srednji
intenzitet; 3 - jak intenzitet.

3.6.4. Ekstrakcija RNK i analiza ekspresije svolenin gena primenom gRT-PCR

Nakon Sezdeset dana od aplikacije gljiva iz svakog tretmana (G1C, G2C, G1T 1 G2T) prikupljeno je
po Sest biljaka 1 zamrznuto u te¢nom azotu. Sakupljeni su bo¢ni uzorci korena nakon brzog ispiranja
Cestica tla. Ukupna RNK je ekstrahovana iz ~ 100 mg zamrznutog i samlevenog uzorka pomocu
RNeasy plant mini kit (Qiagen, Germany), prema uputsvu proizvodaca. Od 1 pg ukupne RNK,
upotrebom reverzne transkriptaze (Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit, Thermo Scientific),
prema uputstvu proizvodaca, sintetisana je CDNK. Specificnim prajmerom pracena je ekspresija
svolenin gena, doke je B-aktin koriS¢en kao referentni gen (Tabela 7).

Sastav PCR reakcione smese je bio sledeci: 1x PCR pufer, 3 mM MgClz, 0.4 mM dNTP, 0.3 uM
prajmer, 1U Taq polimeraze i 2.5 ng BSA.

PCR reakcije su se odvijale pod slede¢im uslovima u aparatu:

Inicijalna denaturacija 1 min 94 °C
Denaturacija 15s 94 °C
Hibridizacija 30s 60 °C 30 ciklusa
Elongacija 1min45s 72°C
Finalna ekstenzija 10 min 72°C
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Tabela 7. Sekvence gena i temperature anilinga koris¢ene u qRT-PCR amlifikaciji

GEN Prlstupnl FunkCIonﬁIna Prajmer forward (5'-3") Prajmer reverse (3'-5") Tempgratura Aplikon Referenca
broj kategorija anilinga (bp)
B-aktin  BT013524 Ek’;dn(i?;’;a GACCTGCTCCACCATCTTCC  CAGTGGAGTTGCCGACAAAGG 60 280 T“‘;‘gl'lsar"
Svolenin  EU370698 Rgéf’urﬁ)‘i’ga GTGGCCAGTGTGGAGGTATT  GTGAGGGATCGAGGTAGCTG 61 121 ;rr"tg‘g‘gs'

* engl. - Primer forward (F), nizvodni prajmer; engl. - Primer reverse (R), uzvodni prajmer

Dobijeni rezultati su izrazeni kao srednja vrednost tri bioloska i tri tehni¢ka ponavljanja po svakom tretmanu + SD.
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3.6.5. Hemijske analiza zemljista

Za potrebe hemijskih ispitivanja uzorci zemljiSta su uzeti sa dubine od 0 do 30 cm, potom su suseni
do vazdusno suvog stanja i prosejani kroz sito od 0.2 mm. Analizirana su slede¢a osnovna hemijska
svojstva zemljista:

1. Aktivna kiselost (pH u vodi) odredena je potenciometrijski, pH metrom (LLG Labware, pH
Meter).

2. Ukupan sadrzaj azota (N) odreden je mikroelementalnom analizom po metodi AOAC
972.43:2000, CHNS analizatorom.

3. Sadrzaj humusa odreden je po metodi Tjurin-a (Tjurin, 1931) u modifikaciji Simakova
(Simakov, 1957) oksidacijom organskih supstanci.

4. Sadrzaj slobodnog kalcijum karbonata (CaCO3) odreden je volumetrijskom analizom,
primenom Scheiblerov-og kalcimetra.

5. Sadrzaj lakopristupacnog kalijuma (K20) i fosfora (P20s) odreden je plamenom fotometrijom
uz pomocu AL-metode koja se temelji na ekstrakciji kalijuma sa amonijum-laktatom (Egner
i sar,, 1960).

3.6.6. Parametri rasta i razvica biljaka

Sezdeset dana od tretmana sa gljivom T. Harzianum, kao pokazatelji rastenja i razvi¢a biljaka praceni
su parametri: dijametar stabljike, dijametar sredine stabljike, tezina ploda, broj plodova, dijametar
ploda i visina ploda.

Dobijeni rezultati su izrazeni kao srednja vrednost 10 bioloskih ponavljanja po svakom tretmanu +
SD.

3.6.7. Merenje sadrZaja vode u zemljiStu i relativnog sadrzaja vode u listovima paradajza

Sadrzaj vode u zemljistu (SWC) meren na dubini od 6 cm pomoc¢u Theta probe (Delta-T, Cambridge,
U.K).

Relativan sadrzaj vode u listovima (RWC) je odreden gravimetrijski. [zmerena je sveza masa 10
kruznih isecka sa jednog lista (2r = 1 cm), potom su isecci preneti u Petri posude sa filter papirom
natopljenim sa vodom, i 4 sata su drzani u mraku do postizanja konstantne tezine turgidne mase.
Nakon merenja turgidne mase, isecci su zatim suseni na 105 °C do konstantne tezine, da bi se izmerila
suva masa. RWC je odreden iz odnosa:

RWC = [(FW-DW) / (TW-DW)] x 100

TW - turgidna masa isecka je odredena nakon $to su lisni isecci drzani u mraku 4 h u uslovima
zasicujuce vlage.

FW - masa svezih lisnih ise¢aka

DW - masa suvih lisnih ise¢aka, nakon suSenja u suSnici na 105 °C
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Dobijeni rezultati su izraZeni kao srednja vrednost 10 bioloskih ponavljanja po svakom tretmanu +
SD.

3.6.8. Merenje sadrzaja hlorofila, epidermalnih flavonola, antocijana i indeksa balansa azota
u listovima paradajza

Metoda je opisana su u poglavlju 3.3.4. Merenja su obavljana na mladim i potpuno razvijenim
listovima.

Dobijeni rezultati su izrazeni kao srednja vrednost deset bioloskih i tri tehni¢ka ponavljanja po
svakom tretmanu + SD.

3.6.9. Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola, rastvorljivih Seera i ukupnih flavonoida u
plodovima paradajza

Ekstrakcija uzoraka

Uzorci mase 500 mg osusenog ploda paradajza na 70 °C ekstrahovani su dva puta sa 5 ml 80 %
metanola u ultrazvuénom kupatilom tokom 30 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim je vrSeno
centrifugiranje u trajanju od 10 min na 1000 g, na temperaturi od 4 °C. Prikupljeni supernatant je
uparen do suvog ostatka na 40 °C koris¢enjem rotacionog vakum uparivacu (Heidolph, Laborota
4000, Schwabach, Germany). Nakon uparavanja, talog je rastvoren sa 50 mL ultra Ciste vode.
Dobijeni rastvori su korisé¢eni za analizu ukupnih fenola, ukupnih flavonoida i rastvorljivih secera.

Sadrzaj ukupnih polifenola

Ukupni sadrzaj fenola odreden je spektrofotometrijski, na bazi reakcije sa Folin-Ciocalteu
reagensom, prema metodi Singleton (1998). Ekstrakt iz prethodno zamrznutog ploda paradajza na -
80 °C je razblazen sa destilovanom vodom u odnosu 1:9. Alikvot razblazenog uzorka (70 pL) izmeSan
je sa 300 pL razblazenog (1:10) Folin-Ciocalteu reagensa. Nakon 5 minuta mucékanja u smesu je
dodato 230 pL 7,5 % Na2COs i inkubirano 30 minuta na 45 °C u mraku. Po zavrSetku inkubacije,
uzorci se drze 1 h na sobnoj temperaturi u mraku, a zatim je merena apsorbanca na 765 nm pomocu
Shimadzu spektrofotometra (UV-1800, Shimadzu USA Manufacturing Inc, UR, USA). Za
konstruisanje standardne kalibracione krive koriS¢ena je galna kiselina (0-100 mg /L). Sadrzaj
ukupnih fenola izrazen je u mg ekvivalenata galne kiseline na 100 g osuSenog uzorka (mg GAE / 100

9).

Dobijeni rezultati su izraZeni kao vrednost grupnog uzorka od 10 biljaka i tri tehni¢ka ponavljanja po
svakom tretmanu + SD.

Koncentracije rastvorljivih Secera

Sadrzaj rastvorljivih Secera je odreden je kolorimetrijski, po metodi Yemm i Willis (1954)
koriS¢enjem glukoze kao standarda. RazblaZeni suvi ekstrakta ploda paradajza (1 mL) je dodat u
antronski reagens (5 mL), inkubiran je 5 min na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je smesa postavljena
u kljucalo vodeno kupatilo 10 min. na 620 nm. Absorbanca je ocitana nakon hladenja uzoraka 10
min. na sobnoj temperaturi. Koncentracija rastvorljivih Secera izraZzena je u miligramima po gramu
suvog uzorka.

Dobijeni rezultati su izrazeni kao vrednost grupnog uzorka od 10 biljaka i tri tehnicka ponavljanja po
svakom tretmanu + SD.
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Sadrzaja ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida odreden je kolorimetrijskom metodom koju su opisali Dewanto i sar.
(2002). Alikvot uzoraka (125 pL) je dodat u 625 uL ultra ¢iste vode i 37,5 uLL 5 % NaNO2. Nakon 6
min. dodato je 75 pL 10% AICIs kao bi se dobio kompleks flavonoida sa aluminijumom. Posle 5 min
u smesu je dodato 250 pL 1 M NaOH i 138 pl destilovane vode da bi se dobila ukupna zapremina od
1,25 ml. Odmah, nakon dodatka vode, oCitavana je apsorbancija uzorka na 510 nm u odnosu na slepu
probu. Sadrzaj ukupnih flavonoida je izrazen u miligramima ekvivalenta kvercetina na 100 g
osusenog uzorka (mg QE / 100 g).

Dobijeni rezultati su izrazeni kao vrednost grupnog uzorka od 10 biljaka i tri tehnicka ponavljanja po
svakom tretmanu + SD.

3.6.10. Odredivanje sadrZaja skroba u plodovima paradajza

Sadrzaj skroba je odreden prema metodi koju su opisali Kosti¢ i sar. (2019). Talog nakon ekstrakcije
rastvorljivih Secera pomesan je sa 3,25 ml 52% HCI 1 2,5 ml destilovane vode. Nakon 30 minuta na
0 °C, smesa je 15 min centrifugirana na 17000 g. Sakupljen je supernatant i ponovljen je prethodno
opisani postupak, nakon cega je ponovo sakupljen supernatant i pomeSan sa prethodnim
supernatantom. Supernatant je neutralisan na pH 7 sa 4 M NaOH i zasi¢enim rastvorom Na2COs ,pa
je zapremina supernatanta podeSena na 10 mL dodavanjem destilovane vode. Sadrzaj skroba u
dobijenim ekstraktima odreden je antronskom kolorimetrijskom metodom koja je prethodno opisana
za odredivanje koncentracije rastvorljivih Seera. Dobijeni rezultati su pomnozeni sa 0,9 (faktor
konverzije glukoze u skrob) (Rose 1 sar., 1991) i izraZeni su u miligramima po gramu osusenog
uzorka.

Dobijeni rezultati su izrazeni kao vrednost grupnog uzorka od 10 biljaka i tri tehnicka ponavljanja po
svakom tretmanu + SD.

3.6.11. Odredivanje sadrZzaja makroelemenata u plodovima paradajza

Sadrzaj ukupnog azota odreden je metodom po Kjeldalu (Kjeltec system 1026, Foss Tecator, Danska)
koja se zasniva na digestiji uzorka u rastvoru kiseline. Razaranje uzoraka se postize koncentrovanom
sumpornom kiselinom (cc H2SOa) u prisustvu katalizatora (K2SOa4) uz zagrevanje. Nitrati i azot se
redukuje do amonijaka koji se vezuje sa sumpornom kiselinom kao amonijum-sulfat. Dodatkom
natrijum-hidroksida dolazi do ponovnog oslobadanja azot u vidu gasa amonijaka koji se destilise u
sud u kome se nalazi odredena koli€ina kiseline poznate koncentracije. Zavr§nom titracijom utvrduje
se koli¢ina preostale kiseline, a sadrzaj azota se preracunava po formuli:

% N = 1.4007 x ¢ x (V-Vh) / E
Gde je:
V — zapremina uzorka
Vb — zapremina slepe probe
E — masa uzorka

¢ — koncentracija rastvora standardne kiseline (NaOH = 0,1 mol/L)
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Sadrzaj ukupnog fosfora i kalijuma odreden je plamenom fotometrijomu, koja se bazira na merenju
svetlosti koje emituju pobudeni atomi. Primenjena je AL-metoda koja se temelji na ekstrakciji
kalijuma i fosfora sa amonijum-laktatom (Egner i sar., 1960). Analiza makroelemenata uradena je u
plodovima paradajza nakon suvog razaranja, Zarenjem do pepela na 550 °C (Jones, 2001).

Dobijeni rezultati su izrazeni kao vrednost grupnog uzorka od 10 biljaka i tri tehnicka ponavljanja po
svakom tretmanu + SD.

3.6.12. Odredivanje sadrzaja mikroelemenata i teSkih metala u plodovima paradajza i
zemljiStu

Sadrzaj ispitivanih metala (Mn, Fe, Cu, Zn, Ni, Cr, Pb i Co) odreden je atomskom apsorpcionom
spektrofotometrijom - plamenom fotometrijom (Varian SpectrAA 220 FS), u plamenu
acetilen/vazduh. Metoda spada u oblast emisione spektrofotometrije i zasniva na merenju intenziteta
zracenja koje emituju pobudeni atom u plamenu.

Uzorci su osuseni na 70 °C i usitnjeni u fini prah. Odmeren je 1 g uzorka u normalan sud i dodato 3
mL ccHNOs. Blago kljucanje je vrSeno u trajanju 4-5 ¢asova. Nakon hladenja dodato je 3 mL smese
HNOs3 i HCIO4 u odnos 2:1 i 33% H202. Smesa je zagrevana na 120-130 °C 5-6 ¢asova, do momenta
kada su prestala isparenja i kada je rastvor postao bistar. Zatim je u normalan sud dodato 10 mL
dejonizovane vode i rastvor je ponovo postavljen da kljuca 10-15 minuta, sve do momenta dok se
zapremina rastvora i dejonizovane vode ne svede na polovinu . Nakon hladenja, na sobnoj temperaturi
rastvor je profiltriran kroz kvantitativni filterparir (Whatman No. 42). Filtrat je prikupljan u normalne
sudove od 50 mL i dopunjen je do konac¢ne zapremine dejonizovanom vodom.

Sadrzaj mikroelemenata i teSkih metala utvrden je ocitavanjem intenziteta signala na talasnim

248,3 nm; Bakar (Cu) - 324,8 nm; Cink (Zn) - 213,9 nm; Nikl (Ni) - 232,0 nm; Hrom (Cr) - 357,9
nm; Olovo (Pb) - 283,3 nm; Kobalt (Co) — 240,7 nm.

Dobijeni rezultati su izrazeni kao vrednost grupnog uzorka od 10 biljaka 1 tri tehnicka ponavljanja po
svakom tretmanu + SD

3.6.13. Odredivanje indeksa bioakumulacije

Efikasnost biljaka da usvajaju ispitivane elemente iz zemljisSte 1 transportuju ih do jestivih delova
biljke moze se izraziti indeksom bioakumulacije (BI). Indeks bioakumulacije predstavlja odnos
izmedu koncentracije metala u jestivim delovima biljke 1 ukupnog sadrzaja metala u zemljiStu
(Rodriguez-Iruretagoiena et al., 2015).

Indeks bioakumulacije predstavljen je slede¢om jednacinom:

Koncentracija metala u plodu

BI x 100

~ Koncentracija metala u zemlji$tu
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3.6.14. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka u ogledu u kome su pra¢eni morfo-fizioloski i1 agronomski parametri
uradena je pomocu programa R verzija 3.6.2. (RStudio, Inc., Boston, MA, USA) i GraphPad Prism
verzija 6.01 (GraphPad Software, San Diego, California, USA). Jednofaktorska analiza varijanse
(ANOVA) sa Tukey-evim Post Hoc testom kori$¢ena je kako bi se odredile statisticki znacajne razlike
(p<0.05) izmedu tretmana (GraphPad Prism).

Analizom glavnih komponenti (Principial Components Analysis - PCA) utvrdeni su odnosi i vizuelno
je predstavljena statisticka bliskost tj. razliCitost izmedu sorti paradajza, tretmana i1 promenljivih
koris¢enjem programa R i paketa ade4TkGUI (Thioulouse and Dray 2009). Pearson-ov koeficijent
korelacije uraden u programu R primenom cor.test funkcije u cilju otkrivanja znacajnih odnosa
izmedu glavnih komponenti i analiziranih promenljivih (p < 0.05).
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4. REZULTATI

4.1. Ispitivanje uticaja gljiva roda Trichoderma na klijanje semena paradajza
4.1.1. In vitro stimulacija klijavosti semena u pristustvu gljiva iz roda Trichoderma

Uticaj pet gljiva vrsta Trichoderma na klijanje dve sorte paradajza gruzanski zlatni i narvik ispitivan
je u in vitro uslovima. Semena paradajza su naklijavana 48h u kokulturi sa T. harzianum, T.
brevicompactum, T. virens, T. longibrachiatum i T. citrinoviride na hranljivim podlogama Murashige
and Skoog.

T. harzianum je najvise stimulisala klijanje semena paradajza gruzanski zlatni sa 15.73 % u odnosu
na kontrolu, nakon 48 h na MS podlozi. Sli¢na stimulacija klijjanja od 15.43 % primecena je u
tretmanu sa T. longibrachiatum. T. brevicompactum je stimulisala klijanje semena paradajza
gruzanski zlatni sa 13.63 %, a T. citrinoviride sa 10.23 %. T. virens jedina nije statisticki znac¢ajno
stimulisala klijanje semena u onosu na kontrolu (Slika 22).

T. brevicompactum je najvise stimulisala klijanje semena paradajza narvik sa 15 % u odnosu na
kontrolu, nakon 48 h na MS podlozi. Nesto slabija stimulacija zabelezena je u tertmanima sa T.
citrinoviride 14.31 %, T. longibrachiatum 12.73 %, T. virens 12.24 % i T. harzianum 11.62 % (Slika
23).
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Slika 22. Procenat proklijalih semena paradajza gruzanski zlatni, nakon 48h
na MS podlogama, pri razli¢itim tretmanima: kontrola (C), T. harzianum
(T4), T.virens (T7), T. brevicompactum (T9), T. longibrachiatum (T11), T.
citrinoviride (T13).

Vrednosti oznacene istim slovom nisu statisticki znacajno razli¢ite prema
Tukey's testu (p < 0.05).
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Slika 23. Procenat proklijalih semena paradajza narvik, nakon 48h na MS
podlogama, pri razli¢itim tretmanima: kontrola (C), T. harzianum (T4), T.
virens (T7), T. brevicompactum (T9), T. longibrachiatum (T11), T.
citrinoviride (T13).

Vrednosti oznacene istim slovom nisu statisticki znacajno razlicite prema
Tukey's testu (p < 0.05).

4.1.2. Odredivanje biohemijskih promena i promena funkcionalnih grupa u éelijskom zidu
radikula semena paradajza primenom FTIR spektroskopije

Infracrvena spektroskopija daje precizne spektre svih hemijskih veza prisutnih u uzorku i omogucava
posmatranje svih metabolickih modifikacija izazvanih tretmanom na subcelijskom nivou. Svi
bioloski makromolekuli (polisaharidi, polifenoli, proteini) imaju karakteristicne trake u ovim
spektrima, na osnovu ¢ijih promena se procenjuju promene u strukturi/sadrzaju odgovarajucih
molekula. Da bi se ustanovilo da li primena gljiva roda Trichoderma utice na strukturu
karakteristi¢nih bioloskih makromolekula i da 1i ove promene mogu biti u vezi sa povecanjem
klijavosti semena mereni su FTIR spektri na radikulama semena paradajza.

FTIR spektri radikula semena paradajza gruzanski zlatni pokazuju da se najvece promene desavaju u
proteinskom delu spektra. Izdvajaju se proteinske trake Amid I (max 1652 cm™ i 1637 cm™) i Amid
Il (max 1552 cm™, 1539 cmt, 1520 cm™) (Slika 25a). U poredenju sa kontrolom kod radikula semena
tretiranih sa T. harzianum i T. brevicompactum intenzitet pikova je nizi §to ukazuje na smanjenje
proteina. Traka Amid I je karakteristicna za C=0O vibraciju u proteinskom skeletu 1 zavisi od
sekundarne strukture. Traka Amid II poti¢e od C-N savijajuée vibracije i osetljiva je na
konformacione promene proteina. Obe trake se sastoje od traka karakteristi¢nih za a heliks i B nabranu
ravan, odakle potic¢u visestruki maksimumi u svakoj traci. U delovima spektra koji su karakteristi¢ni
za polisaharide, nema velikih razlika izmedu kontrole i tretmana, osim kod trake 1155 cm™ koja je
karakteristicna za glikozidnu vibraciju kod celuloze, ksiloglukana i pektina. Intenzitet pika 1155 cm”
! je najvisi kod kontrole. Posto kod drugih traka koje su karakteristi¢ne za celulozu nema razlika,
najverovatnije je doslo do malog povecanja pektina ili ksiloglukana koji se inace poveéava u tkivima
koja su u razvoju. Traka na 3200-3600 cm™ je najmanjeg intenziteta kod kontrole i strukturno se
razlikuje kod svih uzoraka. Ova traka je karakteristicna za N-H grupu u proteinima i O-H u
polisaharidima i proteinima usled ¢ega nije moguée da se odredi o kojoj grupu se radi. Cak ni nakon
razlaganja na komponente nije moguce odrediti njihovu asignaciju. Razli¢ite pozicije podtraka u ovoj
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Sirokoj traci ukazuju da postoje razliciti tipovi vodoni¢nih veza kod uzoraka. Bilo da je re¢ o NH ili
OH vibracijama, njihova pozicija varira u zavisnosti od tipa intramolekulskih i intermolekulskih
vodonic¢nih veza.

Da bi se odredila promena odnosa ova dva dela sekundarne strukture u proteinima, tj. njihova
strukturna organizacija ili konformacija uradena je dekonvolucija proteinskih traka Amid I i Amid II.
Dekonvolucija proteinskih traka 1600-1700 cm™ (Amid 1) i 1500-1570 cm™ (Amid 1) sprovedena je
koris¢enjem Gausovog modela za dekonvoluciju cetvorokomponentni za Amid | traku i
trokomponentni za Amid II traku uz pomo¢ softvera Matlab 6.5 (R2010a). Traka Amid I je
indikativna za udeo razli€itih tipova sekundarne strukture u proteinima. Razlaganje je pokazalo da se
kod tretmana sa T. harzianum i T. brevicompactum smanjuje udeo zaokreta, a povecava udeo alfa
heliksa i beta nabrane ravni, $to je izraZenije kod uzorka GZ T4 nego kod GZ T9 (Slika 24b). Traka
Amid Il nije toliko indikativna za udeo tipova sekundarne strukture u proteinu, ali je na osnovu njene
dekonvolucije procenjen odnos neuredene i uredene strukture, koja ukljucuje sve vidove sekundarne
strukture, u proteinima biljke (Slika 24c). Rezultat pokazuje da T. harzianum i T. brevicompactum ne
menjaju odnos uredene 1 neuredene strukture u proteinima radikula semena.
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Slika 24. FTIR spektri usitnjenih uzoraka radikula semena paradajza gruzanski zlatni pri razli¢itim
tretmanima: kontrola (GZ), semena tretirana T. harzianum (GZ T4), semena tretirana T.
brevicompactum (GZ T9) (A); Procentualna zastupljenost tri tipa sekundarne strukture kod
radikula semena, na osnovu dekonvolucije FTIR trake Amid | (1600-1700 cm™) (B); Procentualna
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zastupljenost uredene strukture i1 neuredene strukture kod radikula semena, na osnovu
dekonvolucije FTIR trake Amid 11 (1500-1580 cm?) (C).

FTIR spektri (Slika 25a) radikula semena paradajza narvik takode pokazuju da se najveée promene
desavaju u proteinskom delu spektra. Kao i kod predhodne sorte paradajza i kod paradajza narvik se
izdvajaju proteinske trake Amid I (max 1652 cm™ i 1637 cm™) i Amid Il (max 1552 cm, 1539 cm
11520 cm™).
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Slika 25. FTIR spektri usitnjenih uzoraka radikula paradajza narvik pri razli¢itim tretmanima:
kontrola (N), semena tretirana sa T. harzianum (N T4), semena tretirano sa T. brevicompactum (N
T9). Procentualna zastupljenost tri tipa sekundarne strukture kod radikula semena, na osnovu
dekonvolucije FTIR trake Amid | (1600-1700 cm™) (B); Procentualna zastupljenost uredene
strukture i neuredene strukture kod radikula semena, na osnovu dekonvolucije FTIR trake Amid II
(1500-1580 cm™) (C).

Radikule semena sorte narvik tretirane sa T. harzianum i T. brevicompactum su imale manji intezitet
pikova Amid I i Amid II trake u odnosu na kontrolu $to ukazuje na smanjenje sadrZzaja proteina.
Poredenjem spektara sorte gruzanski zlatni i sorte narvik uocavaju se promene i U strukturi proteina.
Tako da je za dekonvoluciju trake Amid I kod sorte narvik koriS¢en trokomponentni Gausov model
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za razliku od sorte gruzanski zlatni kod koje je kori§¢en cetvorokomponentni model, jer se oblik date
trake razlikuje izmedu dve sorte paradajza. Razlaganje Amid | trake (1600-1700 cm™) kod paradajza
narvik je pokazalo da se u oba tretmana povecava udeo zaokreta u odnosu na kontrolu (Slika 25b).
Kod uzorka N T4 se povecava udeo alfa heliksa uz paralelno smanjenje beta nabrane ravani u odnosu
na kontrolu, dok se kod uzorka N T9 zastupljenost ovih struktura ne menja u odnosu na kontrolu. Na
osnovu trake Amid Il (1510-1575 cm™) procenjen je odnos uredene i neuredene strukture. Rezultat
pokazuje da u odnosu na kontrolu kod uzoraka N T4 i N T9 dolazi do povecanja udela neuredene
strukture u proteinima u odnosu na uredenu, $to je izraZzenije kod uzorka T4 (Slika 25c¢).

Na osnovu skenirajuce elektronske mikrografije utvrdeno je da u kokulturi nije doslo do fizickog
kontakta gljive i radikula semena paradajza tokom prvih 48 h tj. kada su se uzorci radikula sakupljali
za snimanje FTIR spektara (Slika 26b). Takode uoceno je da su radikule u kokulturi T. harzianum i
T. brevicompactum vece i da je zona primarne kore koja se vidi na uzduznom preseku manje
naborana. (Slika 26a, b). Kada je rast u kokulturi trajao vise od 48 h, dolazilo je do fizi¢kog kontakta
gljive 1 radikula semena paradajza. Kada dode do fizickog kontakta izmedu gljive i radikule na
mikrografijama se jasno uoc¢ava razgranata mreza ¢elija hifa sa sporoma (Slika 26c, d).
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Silka 26: Pri¢vr$¢ivanje hifa gljiva za korenak biljaka snimano skenirajuéim elektronskim
mikroskopom. Povrsina epidermisa radikule GZ paradajza pri uvecanju 200x (A), povrSina
epidermisa radikule GZ paradajza nakon kontakta sa T. brevicompactum pri uvecanju 200x (B),
povrsina epidermisa radikule GZ paradajza pri uvec¢anju 2000x (C), povrsina epidermisa radikule
GZ paradajza nakon kontakta sa T. brevicompactum pri uvec¢anju 2000x (D).
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4.2. Rane reakcije biljaka na interakciju sa gljivama roda Trichoderma u
uslovima smanjene snabdevenosti vodom

Biljke paradajza (Solanum lycopersicum Mill. cv. ailsa craig) gajene su u kontrolisanim uslovima i
optimalno su zalivane do pojave Cetiri lista. Kada su biljke bile u fazi Cetiri lista primenjeni su sledeci
tretmani: dodatak suspenzije T. brevicompactum uz optimalno zalivanje, prestanak zalivanja,
prestanak zalivanja uz dodatak suspenzije T. brevicompactum. Suspenzija je primenjena u zoni
korena biljke.

Sadrzaj vode u zemljistu (SWC) tokom prvih 6 h nakon aplikacije T. brevicompactum nije se zna¢ajno
menjao u posmatranim tretmanima. Nakon 24 h nije bilo znacajnih razlika izmedu optimalno
zalivanih biljaka i biljaka kod kojih je zaustavljeno snabdevanje vodom. U tretmanu sa T.
brevicompactum kod optimalno zalivanih biljaka doslo je do porasta sadrzaja vode u zemljiStu za 9
% u odnosu na kontrolu. Sli¢an efekat je primeéen u tretmanu sa T. brevicompactum kod biljaka koje
nisu zalivane. Nakon 48 h znacajne razlike su se javile izmedu svih tretmana. Sadrzaj vode u zemljistu
je veci kod optimalno zalivanih biljaka za 24 % u odnosu na biljke kod kojih je zaustavljeno
snabdevanje vodom. Tretman sa T. brevicompactum uticao je na pove¢anje SWC kod optimalno
zalivanih biljaka za 3 %, a kod biljaka kod kojih je zaustavljeno snabdevanje vodom za 8.5 (Slika
27). Rezultati ukazuju da su biljke posle 48h od prestanka zalivanja bile u uslovima zemljiSne suse,
a da je sadrzaj vode u zemljistu u tretmanu sa T. brevicompactum povecan.

Sadrzaj vode u zemljistu

50
45
40
35
30
25
20
15
10

oo

EC

e o
|
(on
(@]
1
1

(@]

BCc.T

N
k]

SWC (%)

N @D T

Q
o
|||||||||||||||||im
(on

“hH oo
RARRRRRRAAARRRL,

T @
|

N
[e)]
N
S
Y
(o]

Vreme (h)

Slika 27. Sadrzaj vode u zemljistu pri razli¢itim tretmanima: optimalno
zalivanje (C), optimalno zalivanje sa prisustvom izolata T. brevicompactum
(C_T), prestanak zalivanja (D), prestanak zalivanja sa prisustvom izolata T.
brevicompactum (D_T).

Vrednosti oznacene istim slovom, merene u istom vremenskom periodu,
nisu statisti¢ki znacajno razlicite prema Tukey's testu (p<0.05).

Sadrzaj hlorofila u ovom eksperimentu se nije zna¢ajno menjao izmedu ispitivanih tretmana u odnosu
na kontrolu (Slika 28).
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Slka 28. Sadrzaj hlorofila pri razli¢itim tretmanima: optimalno zalivanje
(C), optimalno zalivanje sa prisustvom izolata T. brevicompactum (C_T),
prestanak zalivanja (D), prestanak zalivanja sa prisustvom izolata T.
brevicompactum (D_T).

Vrednosti oznacene istim slovom merene u istom vremenskom periodu nisu
statisticki znacajno razli¢ite prema Tukey's testu (p<0.05).

Zarazliku od sadrzaja hlorofila, u ovom ogledu je doslo do zna¢ajnog porasta epidermalnih flavonola
za 47 %, ve¢ 2 h nakon dodatka T. brevicompactum kod optimalno zalivanih biljaka dok u tretmanu
prestanka zalivanja biljaka nije bilo znac¢ajnih razlika. Nakon 6 h znacajnih razlika u tretmanu sa T.
brevicompactum nema, ali je prestanak zalivanja biljaka uticao na smanjenje epidermalnih flavonola
za 11 %. Maksimalne vrednosti epidermalnih flavonola kod svih tretmanima su dostignute 24 h od
primene tretmana. T. brevicompactum je delovala inhibitorno na epidermalne flavonole nakon 24 h i
kod biljaka dobro snabdevenih vodom doslo je do pada od 42 %, a u tretmanu prestanka zalivanja
biljaka od 48 %. Posle 48 h sadrzaj epidermalnih flavonola, kod biljaka, kod kojih je zaustavljeno
snabdevanje vodom bio je znacajno nizi za 17 % od kontrole. Tretman sa T. brevicompactum je imao
stimulativno delovanje, kod oba reZima zalivanja, gde je zabeleZen znac¢ajan porast Flav od 28% (Slka
29).
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Slka 29. Sadrzaj epidermalnih flavonola pri razli¢itim tretmanima:
optimalno zalivanje (C), optimalno zalivanje sa prisustvom izolata T.
brevicompactum (C_T), prestanak zalivanja (D), prestanak zalivanja sa
prisustvom izolata T. brevicompactum (D_T).

Vrednosti oznacene istim slovom merene u istom vremenskom periodu nisu
statisticki znacajno razli¢ite prema Tukey's testu (p<0.05).

Sto se ti¢e provodljivosti stoma doslo je do znadajnog smanjenja veé 2h nakon aplikacije T.
brevicompactum, kod optimalno zalivanih biljaka za 41 %, a kod tretmana prestanka zalivanja biljaka
za 44 %. Nakon 6 h razlike su iznosile 55 % i 38 %. Posle 24 h, otvorenost stoma kod bijaka koje su
tretirane sa T. brevicompactum je na nivou optimalno zalivanih kontrolnih biljaka. Tako da biljke
reaguju na nedostatak vode zatvaranjem stoma, $to se ne deSava kod biljaka koje su istovremeno
tretirane sa T. brevicompactum. U uslovima dobre opskrbljenosti vodom biljke su imale vecu
provodljivost stoma za 46 % od biljaka u tretmanu prestanka zalivanja vodom, dok je T.
brevicompactum imala stimulativni efekat od 77 % kod biljaka izloZenih prestanku zalivanja,
odnosno provodljivost stoma je bila na nivou kontrole. Nakon 48 h u svim tretmanima su primetne
znacajne razlike. Optimalno zalivane biljke imale su ve¢u Gs za 84 % od biljaka izloZenih tretmanu
prestanka zalivanja. Uticaj izolata Trichoderma posle 48 h zavisio je od snabdevenosti biljaka vodom.
T. brevicompactum izazvala smanjenje Gs kod dobro zalivanih biljaka za 21 %, u tretmanu prestanka
zalivanja Gs je bila veca dva puta od tretmana gde je samo smanjena opskrbljenost biljaka sa vodom
(Slka 30).
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Slka 30. Provodljivost stoma pri razli¢itim tretmanima: optimalno zalivanje
(C), optimalno zalivanje sa prisustvom izolata T. brevicompactum (C_T),
prestanak zalivanja (D), prestanak zalivanja sa prisustvom izolata T.
brevicompactum (D_T).

Vrednosti oznacene istim slovom merene u istom vremenskom periodu nisu
statistiCki znacajno razli¢ite prema Tukey's testu (p<0.05).

Vrednosti vodnog potencijala listova 2 h nakon inokulacije T. brevicompactum nisu se znacajno
razlikovale. Posle 6 h efekat T. brevicompactum se ispoljio u vidu smanjenja vodnog potencija listova
za 61 % u odnosu na kontrolu. Nakon 24 h yH2O dobro zalivanih biljaka je bio dva puta veca u
odnosu na vrednost biljaka u tretmanu prestanka zalivanja. Na kraju ispitivanog perioda (48 h), nije
bilo znac¢ajnih razlika izmedu tretmana (Slka 31).
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Slka 31. Vodni potencijal lista pri razliCitim tretmanima: optimalno
zalivanje (C), optimalno zalivanje sa prisustvom izolata T. brevicompactum
(C_T), prestanak zalivanja (D), prestanak zalivanja sa prisustvom izolata T.
brevicompactum (D_T).

Vrednosti oznacene istim slovom merene u istom vremenskom periodu nisu
statistiCki znacajno razli¢ite prema Tukey's testu (p<0.05).
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Sadrzaj ABA u listu i korenu tokom ispitivanog eksperimentalnog perioda je imao identican trend,
kod svih tretmana maksimalne vrednosti se dostizu 6h od primene tretmana. T. brevicompactum kod
dobro zalivanih biljaka, 2 h nakon aplikacije nije imala znacajne efekte na sadrzaj ABA u listu, ali je
u tretmanu prestanka zalivanja biljaka T. brevicompactum uzrokovala smanjenje ABA od 39 %, tako
da je u odnosu na optimalno zalivane biljke sadrzaj ABA u listu bio povecan. Prestanak zalivanja
biljaka rezultovao je pove¢anjem vrednosti ABA u listu dva puta u odnosu na biljke dobro opskrbljene
vodom. Nakon 6 h kod optimalno zalivanih biljaka u tretmanu sa T. brevicompactum dolazi do
stimulisanja ABA u listu za 47 %. Biljke izloZene dejstvu prestanka zalivanja su u ovom vremenskom
intervalu imale za 85 % vecu vrednost ABA u odnosu na optimalno zalivane biljke. Posle 24 h efekti
T. brevicompactum nisu znacajni, ali efekat prestanka zalivanja biljaka stimulativno uti¢e na sadrzaj
ABA u listu, ¢iji sadrzaj je dva puta veéi u poredenju sa optimalno zalivanim biljkama. Nakon 48 h
prestanak zalivanja biljaka je doveo do toga da se dva puta povecao sadrzaja ABA u listu u poredenju
sa dobro zalivanim biljkama. Nije bilo znacajnih razlika u sadrzaju ABA u listu kod svih ostalih
tretmana. (Slika 32).
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Slka 32. Relativni sadrzaj ABA u listu pri razli¢itim tretmanima: optimalno
zalivanje (C), optimalno zalivanje sa prisustvom izolata T. brevicompactum
(C_T), prestanak zalivanja (D), prestanak zalivanja sa prisustvom izolata T.
brevicompactum (D_T).

Vrednosti 0znacene istim slovom merene u istom vremenskom periodu nisu
statistiCki znacajno razli¢ite prema Tukey's testu (p<0.05).

Vrednost sadrzaja ABA u korenu 2 h nakon inokulacije T. brevicompactum znacajno se razlikovala
u svim tretmanima. Prestanak zalivanja biljaka Cetiri puta je povecao sadrzaj ABA u korenu. Uticaj
izolata Trichoderma u ovom vremenskom periodu zavisio je od snabdevenosti biljaka vodom. T.
brevicompactum je kod optimalno zalivanih biljaka dovela do povecanja sadrzaja ABA za 74 %, dok
je u tretmanu prestanka zalivanja imala suprotan efekat, gde je sadrzaj ABA porastao do 79% od
vrednosti kod biljaka koje su bile izlozene samo prestanku zalivanja. Nakon 6 h kod optimalno
zalivanih biljaka u tretmanu sa T. brevicompactum je dovela do povecanja ABA u korenu za 50 %.
Biljke koje su bile u tretmanu prestanka zalivanja su u ovom vremenskom intervalu imale dva puta
vecu vrednost ABA u odnosu na optimalno zalivane biljke. Posle 24 h efekti T. brevicompactum nisu
znacajni, ali je primetan efekat prestanka zalivanja biljaka, koji stimulativno utice na sadrzaj ABA u
korenu ¢iji sadrzaj je za 72 % veéi u poredenju sa optimalno zalivanim biljkama. Nakon 48 h T.
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brevicompactum je dovela do znac¢ajnog smanjenja vrednosti ABA kod biljaka u tretmanu prestanka
zalivanja za 20 %. Ovaj tretman je povecao Cetiri 1 po puta sadrzaj ABA u korenu u poredenju sa
dobro zalivanim biljaka (Slika 33).
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Slka 33. Relativni sadrzaj ABA u korenu pri razli¢itim tretmanima: optimalno
zalivanje (C), optimalno zalivanje sa prisustvom izolata T. brevicompactum
(C_T), prestanak zalivanja (D), prestanak zalivanja sa prisustvom izolata T.
brevicompactum (D_T).

Vrednosti oznacene istim slovom, merene u istom vremenskom periodu, nisu
statisticki znacajno razli¢ite prema Tukey's testu (p<0.05).

67



Doktorska disertacija Rezultai Igor Vukeli¢

4.3 Uticaj gljiva roda Trichoderma na biohemijske i morfo-fizioloske parametre
paradajza u uslovima suse

Biljke paradajza (sorta gruzanski zlatni), gajenc su na platformi za fenotipizaciju biljaka u
kontrolisanim uslovima. Kada su biljke bile u fazi tri listica uvedena su dva rezima zalivanja, u
kombinaciji sa dve vrste gljive T. harzianum i T. brevicomctum. Suspenzija gljiva je primenjena u
zoni korena biljke.

4.3.1. Merenje sadrzaja hlorofila u listu i polifenola u epidermisu lista

Rezultati merenja indeks hlorofila, epidermalnih flavonola, antocijana i indeksa balansa azota
pokazuju da nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu tretmana u toku prvih 72 h nakon primene
dve ispitivane vrste Tabela 8. ZabeleZene negativne vrednosti indeksa epidermalnih flavonola na
pocetku eksperimenta tj. 2h posle aplikacije gljiva su najverovatnije posledica premestanja biljaka iz
klima komore na platformu za fenotipizaciju. Intenzitet svetlosti u klima komori je iznosio 250
umolm2s?, dok je na platformi za fenotipizaciju iznosio 700 pmol fotona m2s?. Oporavak
epidermalnih flavonola od 24 h do 72 h od momenta aplikacije gljiva bio je najsporiji kod biljaka
koje su optimalno zalivane u prisustvu T. brevicompactum. U istom tretmanu indeks balansa azota je
bio najveci, dok kod biljaka u susi u prisustvu T. harzianum bio najmanji. U svim ostalim slu¢ajevima
sadrzaj hlorofila, indeks antocijana kao i indeks balansa azota se nisu znacajno menjali izmedu
tretmana tokom ispitivanog perioda. Sve vrednosti NBI posmatrane u rasponu od tri dana, u svim
tretmanima, su se smanjile $to je posledica povecanja indeksa flavonola.

Tabela 8. Indeks hlorofila (SFR_G), epidermalnih flavonola (FLAV), antocijana (ANTH_RG) i
indeks balansa azota (NBI_G) mereni opti¢kim senzorom Multiplex-3 pri razli¢itim tretmanima:
optimalno zalivane biljke (C), biljke izloZzene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T.
harzianum (C_T1), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T2), biljke izloZene
susi u prisustvu T. harzianum (D_T1) i biljke izlozene susi u prisustvu T. brevicompactum (D_T2).

5 dan (2h pre pocetka inokulacije Trichoderma)

Tretmani SFR_G FLAV ANTH_RG NBI_G
C 269+0.37%° -0.07+0.09° 0.28+0.01° 6.06 + 1.32°
CT 257+0.46° -0.14+0.10° 0.28+0.03 6.88 + 1.97°
C. T2 2.21+0.50° -0.14+0.15* 0.28+0.03° 5.80 + 1.65°
D 2.46 £0.49° -0.07+0.11* 0.29+£0.02° 5.66 + 1.39°
D T1 2.56+0.40° -0.04+0.13* 0.28+0.03 5.62 + 1.80°
D_T2 256+0.26° -0.13+0.06° 0.27+0.01° 6.41 +0.79°

6 dan (24 h nakon inokulacije Trichoderma)

Tretmani SFR_G FLAV ANTH_RG NBI_G
C 2.60+0.36° 0.10+0.11% 0.30 £ 0.01° 4.23 +1.04®
cT 2.70+0.28° -0.01+0.12> 0.30 +0.02° 5.64 + 1.68°
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6 dan (24 h nakon inokulacije Trichoderma)

Tretmani SFR_G FLAV ANTH_RG NBI_G
C. T2 2.79+0.29° 0.04+0.12®  0.30 +0.02° 5.32+1.73%
D 2.80+0.57° 0.06+0.10®®  0.30 +0.02° 5.02 + 2.02%
D T1 250+0.33° 0.11+0.10®  0.29 +0.02° 3.90 +£0.92°
D_T2 258+0.27° 0.04+0.10®  0.29 +0.01° 4,79 £ 1.32%®

7 dan (48 h nakon inokulacije Trichoderma)

Tretmani SFR_G FLAV ANTH_RG NBI_G
C 2.68+0.34° 0.16 £0.08% 0.30 £ 0.01° 3.77+£0.77°
CT1 2.68+0.19° 0.18+0.11% 0.30 £ 0.01° 3.66 +1.02°
C T2 247 +£0.19° 0.18+0.11% 0.31+0.01° 3.42 £0.90°
D 270+ 0.35° 0.15+0.09* 0.30 £ 0.02? 3.91+1.02°
D T1 271+0.33% 0.14+0.12% 0.30 £ 0.02? 4.01 £1.05%
D_T2 2.71+£0.41* 0.09+0.08% 0.29 £ 0.01° 4.30+0.63%

8 dan (72 h nakon inokulacije Trichoderma)

Tretmani SFR G FLAV ANTH_RG NBI_G
C 2.94+£0.29° 0.19+0.10% 0.31+£0.01° 3.94 +£0.94°
cCT 2.81+£0.33* 0.17+0.14% 0.30 £ 0.01° 3.93 +1.04°
C T2 2.83+0.38° 0.18 £0.09* 0.31+£0.02% 3.95+1.19°
D 2.79+0.43% 0.13+0.12% 0.30 £0.01° 429 £1.217
D T1 297 +£0.42° 0.10+0.09* 0.30 £ 0.01° 4.78 + 1.07°
D T2 2.74 £0.32°  0.09 +0.09* 0.30 £ 0.02¢ 4.43 +0.89%

Vrednosti oznacene istim slovom, u istoj koloni, nisu statisticki znacajno razlic¢ite prema Tukey's
testu (p<0.05).

4.3.2. Parametri razmene gasova i fluorescencije hlorofila

Rezultati merenja parametra razmene gasova i fluorescencije hlorofila, mereni pomoc¢u mobilnog
sistema Li-6400XT, prikazani su u tabeli Tabeli 9. Prikazani su vrednosti za 23 i 41 dan, a odabrane
su od ponavljanja koja su vr$ena 21, 22, 23, 41 i 44 dana. Rezultati svih merenja prikazani su u Prilogu
1. Prvi set merenja vrsen je 21 dana kada je SWC opao na 15 %.

Takode, pri vlaznosti zemljiSta od 15% je sproveden i drugi set merenja 41 dana, kada su biljke bile
u fazi formiranja prvih plodova. Kod biljaka koje su bile podvrgnute tretmanu suSe doslo je do
zna€ajnog smanjenja vecina izmerenih parametra razmene gasova.

Tretmani u kome su biljke bile izlozene vodnom deficitu doveo je do znacajnog opadanja
provodljivosti stoma. U periodu kada je SWC opao na 15 % (23 dan) zatvaranje stoma je dovelo do
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opadanja provodljivosti priblizno za 90 %, i smanjenje intenziteta fotosinteze za oko 80 %. Tokom
perioda formiranja prvih plodova tj. 41. dana, provodljivost stoma, u susi je opala za priblizno 75 %.
Zatvaranje stoma delovalo je inhibitorno na intenzitet transpiracije i fotosinteze za priblizno 70 %.

U periodu kada je nivo SWC opao na 15 % (23 dan) brzina linearnog elektronskog transporta (ETR),
u uslovima suse, bila je inhibirana za 40 %. Inhibicija ETR 41 dana je iznosila 30 %.

Intracelularna koncentracija COz, u tretmanu suse, 23 dana je opala za priblizno 30 %, ali nakon
formiranja prvih plodova nije bilo statisticki znacajnih razlika.

Parametri fluorescencije hlorofila, kao Sto su minimalni i maksimalni kvantni prinos fluorescencije
hlorofila, maksimalan kvantni prinos fotohemije fotosistema Il kao i nefotohemijsko gasenje
fluorescencije hlorofila nisu se zna¢ajno menjali tokom trajanja ogleda. Sa druge strane T. harzianum
I T. brevicompactum su manje uticale na vrednost ovih parametra od tretmana suse. Jedine znacajne
razlike javile su se 41 dana. T. harzianum je kod dobro zalivanih biljaka udvostruéila provodljivost
stoma, dok je intracelularnu koncentraciju CO2 povecala za 16 %. T. brevicompactum je znacajno
uticala na nefotohemijsko gasenje fluorescencije hlorofila 1 dovela je do njegovog povecanja od 15
%.

U periodu kada je nivo SWC iznosio 15 % SWC (23 dan), trenutna efikasnost koris¢enja vode (WUE)
je imala veée vrednosti, za oko dva puta, kod biljaka koje su bile izlozene dejstvu suSe u odnosu na
biljke dobro opskrbljene vodom. Tretmani sa T. harzianum i T. brevicompactum nisu imali statisti¢ki
znacajne efekte na ispitivani parametar, ali je T. harzianum pokazala blagi trend stimulacije za WUE
u tretmanima suse. Vrednosti WUE 41 dana su bile vece kod optimalno zalivanih biljaka za 74 % u
poredenju sa tretmanom suSe. T. brevicompactum je stimulativno delovala na WUE kod biljaka
izlozenih vodnom deficitu povecavsi ga skoro tri puta.

Izracunavanjem unutrasnje efikasnosti korisS¢enja vode (WUEi) dobijeni su identi¢ni trendovi kao 1
kod WUE. U periodu kada je nivo SWC opao na 15 % (23 dan) WUE:i biljaka izlozenih dejstvu suse
je bila od dva i po do Cetiri puta veca u poredenju sa kontrolom. Tretmani sa T. harzianum i T.
brevicompactum nisu imali statisticki znacajnih efekata na WUEi ali je T. harzianum imala blagi
trend da stimuliSe WUEIi u tretmanima suse. WUEi je bio redukovan 41 dana u tretmanu suse za 60
% u poredenju sa kontrolom. T. harzianum je inhibitorno delovala na ispitivani parametar optimalno
zalivanih biljaka smanjivsi ga za 43 %, dok je u tretmanu suse T. Brevicompactum imala suprotan
efekat, povecavsi WUEI cak tri puta.

Efikasnost karboksilacije optimalno zalivanih biljaka 23. dana bila je veca u proseku za oko 80 % u
odnosu na biljke podvrgnute dejstvu suse. U ispitivanom periodu kod biljaka izlozenih dejstvu suse
T. harzianum i T. brevicompactum su stimulativno delovale na ispitivani parametar, povecavsi ga dva
puta. Efikasnost karboksilacije je 41 dana bila veca kod biljaka dobro opskrbljenih vodom za 95 % u
odnosu na biljke u susi. Tretmani sa T. harzianum i T. brevicompactum nisu imali statisticki znacajnih
efekata ali su 41 dana pokazale blage stimulativne efekte na ispitivani parametar.
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Tabela 9. Parametri razmene gasova mereni pomocu mobilnog sistema Li-6400XT: E - intenzitet transpiracije, A - intenzitet fotosinteze, Ci -
intracelularna koncentracija CO2, NPQ - nefotohemijsko gaSenje fluorescencije hlorofila, gs - provodljivost stoma, ETR - brzina linearnog elektronskog
transporta kroz PS Il, Fo - minimalni kvantni prinos fluorescencije hlorofila, Fm - maksimalni kvantni prinos fluorescencije hlorofila i Fv/Fm -
maksimalan kvantni prinos fotohemije fotosistema I, WUE - trenutna efikasnost koris¢enja vode (umol CO2 mmol-1 H20), WUEI - unutra$nja efikasnost
koris¢enja vode (umol CO2 mol-1 H20) i A/Ci - efikasnost karboksilacije. Parametri su mereni pri razli¢itim tretmanima: optimalno zalivane biljke (C),
biljke izloZene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. harzianum (C_T1), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T2),
biljke izlozene susi u prisustvu T. harzianum (D_T1) i biljke izloZene susi u prisustvu T. brevicompactum (D_T2).

23 dan (dostignut nivo od 15 % SWC)

A Gs Ci ETR (mIrEnoI A/Ci x
Tretmani  (umol CO2  (mol H,O  (umol CO2 mol Fo Fm FV/Fm  NPQ  (umol m? 2>  WUE WUEI 2
m2 3-1) m2 5-1) 1) 5.1) Hzolm 10
s)
c 17.23 + 0.78 + 330.07 £ 7.070 550.00+ 3000.00+ 0.83+ 134+ 132.70+ 806+ 219+ 2371+ 523+
2.612 0.08? = 0.00? 0.00? 0.00? 0.08° 12.15% 0.60? 0.38° 2.71° 0.80%
17.69 + 0.76 + . 550.00+ 300000+ 0.83+ 131+ 136.65+ 799+ 226+ 2466+ 521+
c_Tl 2,732 0.11% 339.20£8.36 0.00? 0.00? 0.00? 0.12° 14.16% 0.54? 0.28° 3.29° 0.75%
17.06 + 0.80 + . 550.00+ 300000+ 0.83+ 136+ 13363+ 845+ 201+ 2131+ 494+
C_T12 2.28% 0.06° 343.45 + 6.86 0.00? 0.00? 0.00? 0.11° 12.40% 0.77° 0.21° 2.97° 0.77%
,  0.03+ , 550.00+ 300000+ 083+ 154+ 7346+ 051+ 455+ 9838+ 092+
D 2.08+0.80 0.01° 256.06 £ 69.44 0.00? 0.00? 0.00? 0.11% 7.73° 0.21° 1.972 46.342 0.39°
,  0.03% , 550.00+ 3000.00+ 0.83+ 160+ 78.00+ 061+ 505+ 10423+ 139+
D_T1  291x116°  5p 229434468~ 0.00°  000° 011°  861° 018°  154°  2410° 059"
, 003+ , 550.00# 300000+ 083+ 160+ 77.89+ 048+ 470+ 8707+ 089+
DT2 212+121 0.01° 255.00 + 35.17 0.00? 0.00? 0.00? 0.14? 13.38° 0.21° 1.222 19.50% 0.42°
41 dan (formiranje prvih plodova)
A Gs Ci ETR (mIrEnoI A/Ci x
Tretmani  (umol CO2  (mol H,O  (umol CO, mol Fo Fm Fv/Fm NPQ (umol m™ >  WUE WUEI 2
m—Z S—l) m—2 s—l) l) S—l) HZOlm 10
s))
. 016% ¢ 55000+ 300000+ 083+ 186+  79.83+ 348+ 235+ 5148+ 3.00z
C 871348 jop 28078227997 744 000°  000° 033%  10.01° 1622 074* 818  037°
10.28 + 0.35+ 324.83 + 550.00+ 3000.00+ 0.83+ 146+ 8401+ 641+ 177+ 2942+ 343+
cm 1.892 0.08? 16.49% 0.00? 0.00? 0.00? 0.23¢ 19.232 2.85% 0.75%® 3.62° 0.40?
CT2 910+197 020% 300.35 + 550.00+ 3000.00+ 0.83+ 160+ 7579+ 468+ 210+ 6352+ 318+
- It 0.10% 27.96° 0.00? 0.00? 0.00°  0.30% 7.73% 2.60% 0.37° 14.642 0.39?
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41 dan (formiranje prvih plodova)

A Gs Ci ETR (mIrEnoI A/Ci x

retmani mo 2 mo 2 mo > Mol” 0 m VIFM mol m” 2 | 2

T i (umolCO, (Mol H,O  (umol CO, mol F F FiFm  NPQ  (umolm? WUE  WUEI -
m2 5-1) m2 5-1) 1) S-l) 20 m
sh

0032 55000+ 300000+ 083+ 215+ 5855% 003+ 06l 2044+ 014+

D 0922086  ;c 3468112961 74 0.00°  000° 014°  7.38 0200  012°  411°  0.06°
511 oossoap 003% 336.06 + 55000+ 300000+ 083+ 216+ 6407+ 082+ 089+ 2881+ 023+
- 94 £0. 0.01° 42.55% 0.00° 0.00°  000° 014%  1879%  041° 025"  7.62° 0.0
. 002+ . 55000+ 300000+ 083+ 248+ 6921+ 076+ 173+ 6262+ 048+

D_T2  150£091" 5,  347.23£6323° 7545 0.00°  000° 021°  7.67% 0.61° 070 24928 0.0

Vrednosti oznacene istim slovom, u istoj koloni, nisu statisticki znacajno razli¢ite prema Tukey's testu (p<0.05).
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4.3.3. Fotosinteticki parametri

Rezultati merenja parametra fotosinteze i fluorescencije hlorofila, primenom portabl aparata
MultispeQ V2.0, pokazuju da su efekti suse bili znacajniji u odnosu na efekte T. harzianum i T.
brevicompactum (Tabela 10).

Provodljivost za protone (gH") 27. dana (neposredno nakon opadanja SWC na 15 %), u tretmanu
suse bila je niza za 60 % u odnosu na optimalno zalivane biljke. T. harzianum i T. brevicompactum
nisu imale znac¢ajnih efekata kod dobro zalivanih biljaka, ali kod biljaka koje su bile podvrgnute
dejstvu suSe T. harzianum je dovela do povefanja gH* za 50 %. Provodljivost protona je
stimulisana 41. dana (period formiranja prvih plodova), kod biljaka podvrgnutih susi za 44 %.
Efekti izabranih sojeva gljiva kod optimalno zalivanih biljaka ni u ovom vremenskom intervalu
nisu imali znacajnih efekata, ali je T. harzianum u uslovima suse dovela do zna¢ajnog smanjenja
gH"* za 32 %.

Linearni elektronski transport (LEF) kod tretmana suse 27. dana, smanjen je za 36 % u odnosu na
kontrolu. Izabrani izolati gljiva u ovom vremenskom intervalu nisu imali znacajnih efekata na
ispitivani parametar. Razli¢iti rezimi zalivanja 41. dana nisu znacajno uticali na LEF. Jedine
znacajne razlike u ispitivanom vremenskom periodu primecene su u susi u tretmanu sa T.
harzianum koja je prouzrokovala smanje LEF za 30 %.

RezZimi zalivanja 27 dana u tretmanu suse, nisu imali znacajnih efekata na elektrohromni pomeraj
(ECSt) Sa druge strane T. harzianum je kod oba rezima zalivanja dovela do smanjenja ECSt i to
kod optimalno zalivanih biljaka za 24 % i za 17 % kod biljaka koje su bile podvrgnute susi. Tokom
perioda formiranja plodova 41. dana doslo je do smanjenja ECTs kod biljaka koje su podvrgnute
susi za 50 % u odnosu na kontrolu. T. harzianum i T. brevicompactum u ovom vremenskom
intervalu nisu imale znacajnih efekata.

Na ostale ispitivane parametre poput nefotohemijskog gaSenja fluorescencije hlorofila (NPQ),
otvorenosti reakcionog centra fotosistema 1 (PS1) i relativnog sadrzaja hlorofila (RC), izabrani
izolati gljiva nisu imali znacajnih efekata. Neposredno nakon dostizanja 15 % SWC (27 dan) u
tretmanu suSe nivo NPQt je bio visi za 58 %, otvorenost PS1 za 88 % 1 RC za 26 % u odnosu
optimalno zalivane biljke. Za vreme perioda formiranja plodova (41 dan) nivo PS1 se povecao za
72 %, a RC za 28 % u odnosu na biljke dobro opskrbljene vodom. Nivo NPQt se nije znacajno
menjao izmedu dva rezima zalivanja.
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Tabela 10. Parametri fotosinteze i fluorescencije hlorofila mereni primenom portabl aparata
MultispeQ V2.0 pri razli¢itim tretmanima: optimalno zalivane biljke (C), biljke izlozene susi (D),
optimalno zalivane biljke u prisustvu T. harzianum (C_T1), optimalno zalivane biljke u prisustvu
T. brevicompactum (C_T2), biljke izlozene susi u prisustvu T. harzianum (D_T1) i biljke izlozene
susi u prisustvu T. brevicompactum (D_T2).

ECSt - elektrohromni pomeraj; gH" - provodljivost za protone; LEF - linearni elektronski
transport; PS1 - otvorenost reakcionog centara fotosistema 1; NPQ - nefotohemijsko gaSenje
fluorescencije hlorofila; RC - relativni sadrzaj hlorofila.

27 dan
Tretmani (riislj) gH* LEF NPQt PS1 RC
0.00112+ 12356+  124.99 + 0.77 + 1.87 £ 54.85 +
C 0.00015% 21.04° 13.66° 0.05° 0.03 0.69"
0.00085+  147.48+ 127.27+ 0.74 % 1.81 + 56.84 +
cCT1 0.00001° 17.55° 6.43° 0.07° 0.31° 1.28°
0.00107 + 13755+ 12503+ 0.75 + 1.67 % 51.93 +
CT2 0.00007° 12.65°% 4.62° 0.05° 0.87° 1.79°
0.00132 + 48.90 + 80.10 + 1.22 + 351+ 69.17 +
D 0.00005° 9.82° 10.26" 0.26° 0.22° 1.27°
0.00109 + 73.10 + 88.34 + 0.98 + 3.63+ 70.09 +
D T1 0.00014° 8.36" 1.60° 0.15 0.212 0.932
0.00121 + 58.52 + 84.45 + 1.16 + 3.56 + 70.03 £
D T2 0.00010® 12.56" 7.87° 0.06° 0.24° 1.112
41 dan
Tretmani (riisut) gH* LEF NPQt PS1 RC
0.00163 + 7339+ 11621 % 111+ 1.56 + 55.31 +
C 0.00021° 10.27° 9.67° 0.06" 0.31° 2.38°
0.00157 + 8480+ 117.56+ 1.25 + 1.83 % 53.26 +
CT1 0.00015° 16.09" 13.06%® 0.15%® 0.43° 1.95°
0.00135 + 8757+ 119.74+ 1.07 + 1.47 + 54.42 +
C T2 0.00008° 5.30%¢ 8.01° 0.09° 0.372 2.68"
0.00081+ 106.12+ 11562+ 1.14 + 2.68 + 70.90 +
D 0.00012° 18.24% 13.78%® 0.08° 0.29° 0.55%
0.00074 + 72.42 + 81.08 + 1.55 + 4.98 + 66.05 +
D T1 0.00039° 6.94° 7.00° 0.182 0.70° 11.08?
0.00077 + 113.39 % 99.63 + 1.11 + 3.09 + 69.22 +
D T2 0.00011° 3.83° 5.60° 0.14° 0.17° 3.07°

Vrednosti oznacene istim slovom, u istoj koloni, nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite prema Tukey's
testu (p<0.05).
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4.3.4. Odredivanje sadrzaja fotosintetickih pigmenata

Koncentracije fotosintetickih pigmenata su odredivane i biohemijskom metodom, dvadeset i
Sestog dana kada su uzorci prikupljeni i pripremljeni za analiziranje. Rezim zalivanja je imao veci
uticaj nego sami tretmani sa T. harzianum i T. brevicompactum (Tabela 11).

Koncentracija svih fotosintetickih pigmenata bile su vece kod biljaka koje su bile podvrgnute
dejstvu suSe. Koncentracija hlorofila a, hlorofila b, hlorofil a+b i karotenoida redom su bile vece
za 41%, 21 %, 42 % i 18 % u odnosu na optimalno zalivane biljke.

Tretmani sa T. harzianum i T. brevicompactum nisu imali znacajnih efekata na koncentraciju
fotosintetickih pigmenata. Tretmani sa izabranim izolatima gljiva, kod biljaka dobro opskrbljenih
vodom, doveli su do blagog trenda smanjenja koncentracije hlorofila b i karotenoida. Kod biljaka
koje su bile izlozene susi u tretmanu sa T. harzianum i T. brevicompactum primetan je trend
poveéanja koncentracije hlorofila b, dok je T. harzianum dovela i do blagog povecanja
koncentracije karotenoida.

Tabela 11. Koncentracije fotosintetickih pigmenata merene nakon I Zetve pri razliitim
tretmanima: optimalno zalivane biljke (C), biljke izlozene susi (D), optimalno zalivane biljke u
prisustvu T. harzianum (C_T1), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T2),
biljke izlozene susi u prisustvu T. harzianum (D _T1) i biljke izlozene susi u prisustvu T.
brevicompactum (D_T2).

Tretmani Hlorofil a Hlorofil b Hlorofil a+b Karotenoidi
(mg/m?) (mg/m?) (mg/m?) (mg/m?)

C 339.08 + 32.63" 129.78 + 8.45™ 459.95 + 5.68° 108.68 + 4.61°
CT1 348.69 + 13.72° 93.63 + 14.17° 439.53 + 14.30° 106.11 + 2.48°
C.T2 324.07 £24.21°  100.90 * 22.69° 428.23 + 41.56° 95.862 + 7.55°

D 477.08 + 40.44*  156.88+2557®  649.56 + 31.23" 127.90 + 4.02°
D T1 495.68 £ 60.24*°  192.79 + 26.21° 677.19 + 54.67° 144.01 + 8.53"
D T2 459.93 + 67.44*  167.54+40.42*°  630.49+108.43"  127.48 +13.94°

Vrednosti oznacene istim slovom, u istoj koloni, nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite prema Tukey's
testu (p<0.05).

4.3.5. Snimanje morfometrijskih parametara RBG kamerom

Morfometrijski parametri poput lisne povrsine biljaka, snimani sSu RGB kamerom pokazuju da je
nedostatak vode doveo do smanjenje povrsine listova biljaka (Slika 34). U Prilogu 2. prikazani su
testovi znacajnosti. Kako je trajanje uticaja suSe produzeno ta razlika se povecavala da bi na kraju
ogleda iznosila i do 85 %. Biljke koje su bile podvrgnute dejstvu suse od 21 dana tj. od perioda
kada je SWC opao na 15 %, pa do kraja ogleda nisu uspele da udvostruce lisnu povrsinu, za razliku
od optimalno zalivanih biljaka koje su i do deset puta uvecale lisnu povrsinu. T. harzianum i T.
brevicompactum nisu imale znacajne efekte na povrsinu listova biljaka, ali je primecen trend
blagog stimulativnog efekta T. brevicompactum na povrsinu listova kod oba rezima zalivanja od
33 dana tj. od momenta pocetka cvetanja. Nakon 42 dana, odnosno pocetkom formiranja prvih
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plodova, javlja se trend blagog smanjenja povrSine listova u odredenim tackama merenja, kod
biljaka koje su dobro snabdevene vodom. Ovo je verovatno posledica dostignute veli¢ine biljaka,
zbog Cega je dolazilo do njihovog osteCenja na platformi za fenotipizaciju, usled ¢ega je i
eksperiment ubrzo morao da bude prekinut.

Povrsina listova biljaka
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—C D —CTl —C.T2 D T1 D T2

Slika 34. Lisna povrsina biljaka snimana RGB kamerom pri razli¢itim tretmanima: optimalno
zalivane biljke (C), biljke izloZene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. harzianum
(C_T1), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T2), biljke izloZene susi u
prisustvu T. harzianum (D_TT1) i biljke izlozene susi u prisustvu T. brevicompactum (D_T2).

4.3.6. Automatska detekcija fluorescencija hlorofila na platformi za fenotipizaciju

Rezultati snimanja maksimalnog kvantnog prinosa fotohemije PS II, nefotohemijskog gasenja
fluorescencije hlorofila, maksimalnog kvantnog prinosa PS 11 u mraku, koeficijenta fotohemijskog
gasenja, stvarne fotohemijske efikasnosti i fluorescencija hlorofila u ravnoteznom stanju, ukazuju,
da je rezim zalivanja imao vece efekte na ispitivane parametre, nego tretmani sa T. harzianum i T.
brevicompactum. U Prilogu 2. prikazani su testovi znacajnosti.
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Prve razlike maksimalnog kvantnog prinosa PS Il (Fv/Fm_lss) javljaju se nakon 16 dana od
momenta prebacivanja biljaka na platformu (Slika 35a). Biljke koje su bile izlozene susi imale su
za oko 5 % vece vrednosti ispitivanog parametra u odnosu na optimalno zalivane biljke. T.
harzianum i T. brevicompactum nisu imale znacajne efekte na parametar Fv/Fm_Iss.

Znacajni efekti gljiva Trichoderma na nefotohemijsko gasenje fluorescencije hlorofila (NPQ Lss)
su se pojavili nakon devet dana (Slika 35b). T. harzianum i T. brevicompactum u uslovima suse su
dovele do smanjenja vrednosti NPQ Lss za 10 %. Dvanaestog dana jedina znacajna razlika se
primecuje u tretmanu suSe u prisustvu T. harzianum koja je smanjila ispitivanu vrednost za 12 %.
Nakon 14 dana javljaju se statisticki znacajne razlike izmedu dva rezima zalivanja, dok efekti
gljiva Trichodema viSe nisu statisticki zna¢ajni. Od dvanaestog dana sve do kraja ogleda nivo
NPQ_Lss je bio nizi kod biljaka podvrgnutih susi u odnosu na optimalno zalivane biljke. Inhibicija
se kretala u rasponu od priblizno 20 % pa sve do 35 %.

Parametri, koeficijent fotohemijskog gaSenja (qP_lss) i stvarna fotohemijska efikasnost (Qy_Iss)
imali su identi¢an trend (Slika 35c, d). Devetog dana od momenta prebacivanja biljaka na
platformu, znacajne razlike vrednosti qP_lss i Qy Iss postojale su u tretmanu sa T. harzianum i T.
brevicompactum kod optimalo zalivanih biljaka. 1zabrani izolati gljiva su imali inhibitorni efekat
na ispitivane parametre, ¢iju vrednost su smanjili za 11 % u odnosu na kontrolu. Znacajne razlike,
nakon dvanaestog dana, postojale su samo izmedu dva reZima zalivanja. Biljke izloZene susi imale
su do 28 % nize vrednosti qP _Iss i Qy_lIss u odnosu na optimalno zalivane biljke tokom trajanja
ogleda.

Sve razlike izmedu tretmana u nivou maksimalnog kvantnog prinosa PS Il u mraku (QY_max)
bile su ispod 5 % (Slika 35e).

Fluorescencije hlorofila u ravnoteznom stanju (Rfd_Iss) zabeleZena je devetog dana u tretmanu sa
T. brevicompactum kod biljaka koje su bile podvrgnute susi (Slika 35f). T. brevicompactum je
inhibitorno delovala na ispitivani parametar, ¢iju vrenost je smanjila za 8 %. Od Sesnaestog dana

trajanja ogleda biljke koje su bile izloZene susi u odnosu na kontrolu imale su niZze vrednosti
Rfd_lIss od 17 % do 35 %.
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Slika 35. Maksimalan kvantni prinosa PS Il u mraku - Fv/Fm_Iss (A), nefotohemijsko gasenje
fluorescencije hlorofila - NPQ (B), koeficijent fotohemijskog gasenja - gP_Iss (C), stvarna
fotohemijska efikasnost - Qy_Iss (D), maksimalan kvantni prinos PS Il u mraku - QY_max (E)
I fluorescencija hlorofila u ravnoteznom stanju - Rfd Iss (F) snimani pri razli¢itim tretmanima:
optimalno zalivane biljke (C), biljke izloZene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T.
harzianum (C_T1), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T2), biljke
izlozene su$i u prisustvu T. harzianum (D T1) i biljke izloZzene sus§i u prisustvu T.
brevicompactum (D_T2).

4.3.7. Hiperspektralne analize

Hiperspektralne analize sprovedene VNIR kamerom, takode pokazuju, da je susa imala znacajnije
efekte na ispitivane parametre od efekata T. harzianum i T. brevicompactum. U Prilogu 2.
prikazani su testovi znacajnosti.

Indeks antocijana (ANTH) se nije znacajno menjao izmedu tretmana do 23 dana (Slika 36a).
Medutim, 23 dana, kada je SWC opao na 15 %, u tretmanu susSe dolazi do zna¢ajnog povecanja
ANTH u odnosu na biljke dobro opskrbljene vodom. Najveca razlika zabelezena je dvadeset Sestog
danaiiznosila je 52 %. Pred cvetanje biljaka, ova razlika polako po¢inje da se smanjuje, do samog
kraja ogleda. Blaga stimulacija sa T. harzianum primecena je trideset prvog i ¢etrdesetog dana kod
biljaka koje su bile izloZzene susi, medutim T. harzianum i T. brevicompactum nisu imale znacajnih
efekata na ispitivani parametar.

Do znacajnog smanjenja indeksa refleksije hlorofila a (CHLa), koji je dostizao do 13 % kod biljaka
izlozenih susi, doslo je u periodu od dvadest tre¢eg do trideset prvog dana. Tretmani sa T.
harzianum i T. brevicompactum nisu znac¢ajno uticali CHLa (Slika 36b).

Indeksi refleksije karotenoida | (CRI1) i Il (CRI2) su imale identi¢ne trendove u svim tretmanima
(Slika 36¢, d). Nize vrednosti zabelezene su kod biljaka izlozenih susi. Ove promene zabeleZene
su u periodu od devetnaestog do trideset prvog dana. CRI1 i CRI2 u spomenutom vremenskom
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intervalu su opadali u susi od 15 % do 37 % u poredenju sa kontrolom. Jedina blaga stimulacija T.
brevicompactum primecena je trideset prvog dana, medutim znacajnih razlika u tretmanima sa T.
harzianum i T. brevicompactum nije bilo.

Prve znacajne razlike modifikovanog indeksa odnosa apsorpcije hlorofila I (MCARI1) su utvrdene
dvadeset Sestog dana izmedu dva rezima zalivanja. Biljke podvrgnute susi imale su nize vrednosti
MCARII priblizno za 23 % do kraja ogleda (Slika 36e). Tretmani sa izabranim izolatima gljiva
nisu imali statisticki znaCajne efekte na ispitivani parametar, ali od Sesnaestog dana su ipak
primeceni blagi efekti T. harzianum i T. brevicompactum. T. harzianum je inhibitorno delovala na
parametar MCARI1 kod biljaka izlozenih susi, dok je T. brevicompactum izazivala isti efekat, ali
kod optimalno zalivanih biljaka.

Izmedu svih tretmana modifikacije za vegetacijski indeks normalizovanih razlika (NDVI) nisu
iznosile vise od 5 % (Slika 36f). Parametar NDVI je od dvadeset Sestog dana sve do kraja ogleda
imao tendenciju opadanja kod svih biljaka koje su tretirane sa T. harzianum.

10
-3 9
$C o C
T ®cTi| o ‘& cT
= e cn| 2 @ c 12
= - I
< %D (&) @ D
& 0Tt 8 - 0T
4 <012 ® 012

80



Doktorska disertacija Rezultai Igor Vukeli¢

15.0
15
125
@ C @ cC
@ Ccm 1 @ CT1
- o~
= T ™
© @ CT2 s @ CT2
(] % 0 (%) @ D
@ DT @ D_T1
100 @ 02 @ D12
9
6
12 16 9 23 26 31 40 47
Dani
0.7
0.8
0.6
o C ®C
= ®cmn| _° @ CcT1
n<: ecn| 3 @ 12
Q05 % D =z % 0
= P @ 0T
& 02 @ D T2

0.4

12 16 19 23 26 31 40 47

Dani Dani

Slika 36. Parametri snimani VNIR kamerom indeks antocijana - ANTH (A), indeks refleksije
hlorofilaa - CHLa (B), indeks refleksije karotenoida | - CRI-1 (C), indeks refleksije karotenoida
Il - CRI-2 (D) i modifikovani indeks odnosa apsorpcije hlorofila I - MCARI1 (E), vegetacijski
indeks normalizovanih razlika - NDVI (F) pri razli¢itim tretmanima: optimalno zalivane biljke
(C), biljke izlozene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. harzianum (C_T1),
optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T?2), biljke izloZene susi u prisustvu
T. harzianum (D_T1) i biljke izloZene susi u prisustvu T. brevicompactum (D_T2).

Hiperspektralne analize sprovedene SWIR kamerom pokazuju da razli¢iti tretmani nisu statisticki
znacajno uticali na ispitivane parametre poput jednostavni indeks odnosa vode, indeksa refleksije
vode-1 i indeksa vode (Slika 37). Dinamika promena izmedu svih tretmana tokom ispitivanog
perioda nije iznosila vise od 5 %.
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Slika 37. Parametri snimani SWIR kamerom jednostavni indeks odnosa vode - SR4 (A), indeks
refleksije ¢iste vode - WATER1 (B) i indeks refleksije vode u zavisnosti od sadrzaja vode u
biljkama - WI (C) pri razli¢itim tretmanima: optimalno zalivane biljke (C), biljke izloZzene susi
(D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. harzianum (C_T1), optimalno zalivane biljke u
prisustvu T. brevicompactum (C_T2), biljke izloZene susi u prisustvu T. harzianum (D_T1) i

biljke izlozene susi u prisustvu T. brevicompactum (D_T?2).
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4.3.8. Snimanje termalnom kamerom

Rezultati snimanja temperature lista termalnom kamerom (Slika 38) pokazuju da nije bilo
statisti¢ki znacajnih razlika izmedu tretmana petog dana (2h pre pocetka inokulacije Trichoderma)
kao ni Sestog dana (24 h nakon inokulacije Trichoderma) Tabela 12. Znacajne razlike su uocene
26 dana (I zetva) kod biljaka podvrgnutih dejstvu suse ¢ija temperatura je bila za oko 17 % visau
odnosu na optimalno zalivane biljke. Nakon 47 dana (I Zetva) znacajne razlike su takode prisutne
kod biljaka izlozenih susi, ¢ija temperatura je visa za oko 10 % u odnosu na optimalno zalivane
biljke. U navedenom vremenskom periodu primeceno je da T. harzianum u tretmanu su$e znac¢ajno
snizava temperaturu biljaka za 2.5 procenta, u odnosu na tretman suSe bez dodatka gljiva roda

Trichoderma.

Slika 38. Snimanje biljaka pomocu termalne kamere FLIR E60. Termalna fotografija optimalno
zalivane biljke snimljena 26 dana A); termalna fotografija biljke izloZzene dejstvu suse snimljena
26 dana B); termalna fotografija biljke izlozene dejstvu suse snimljena 47 dana C); termalna
fotografija biljke izloZene dejstvu suse koja je tretirana sa T. harzianum snimljena 47 dana D).
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Tabela 12. Temperature lista merene termalnom kamerom pri razli¢itim tretmanima: optimalno
zalivane biljke (C), biljke izlozene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. harzianum
(C_T1), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T2), biljke izlozene susi u
prisustvu T. harzianum (D_T1) i biljke izloZene susi u prisustvu T. brevicompactum (D_T2).

5 dan (2h pre pocetka inokulacije Trichoderma)

Tretmani Temperatura lista (°C)
C 21.25 + 0.59?
CT1 21.04 + 0.622
C. T2 21.32 £ 0.34°
D 21.05 + 0.39°
D T1 21.16 + 0.68?
D T2 21.43+£0.78°

6 dan (24 h nakon inokulacije Trichoderma)

Tretmani Temperatura lista (°C)
C 20.01 + 0.49?
CT1 19.92 +0.48?
C. T2 20.25 + 0.532
D 20.09 = 0.49?
D T1 20.01 + 0.68?
D T2 20.44 + 0.66°

26 dan (I Zetva)

Tretmani Temperatura lista (°C)
C 19.66 + 0.67°
CT1 19.65 + 0.64°
C T2 19.63 +0.77°
D 23.07 £ 0.232
D T1 23.07 £ 0.49?
D T2 23.15 + 0.20?

47 dan (IT Zetva)

Tretmani Temperatura lista (°C)
C 22.29 + 0.67¢
CT1 22.16 +0.92¢
C. T2 22.88 = 0.80°
D 24.47 + 0.56°
D T1 23.87 £0.27°
D T2 24.46 + 0.54°
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4.3.9. Sveza i suva masa listova, stabla i korena

Sveza masa listova nakon 26 dana (I Zetva) u tretmanu SuSe iznosila je oko 85 % od vrednosti kod
optimalno zalivanih biljaka (Tabela 13). Stepen redukcije sveze masa stabla i korena kod biljka
izloZenih vodnom deficitu iznosio je 75 % u poredenju sa kontrolom. Suva masa listova kod biljaka
dobro opskrbljenih vodom je bila za 80 % vecéa u poredenju sa tretmanom suse, dok su suva masa
stabla i korena bile vece za 55 % i 65 %. T. harzianum i T. brevicompactum nisu imale statisticki
znacajne efekte na ispitivane parametre. Primeceno je blago stimulativno delovanje T. harzianum
na veéinu ispitivanih parametara, ali je iznosilo manje od 5 %. Sa druge strane T. brevicompactum
je delovala blago inhibitorno na vecinu ispitivanih parametara.

Nakon 47 dana (Il zetve) sveza masa listova u tretmanu suse je bila inhibirana za oko 80 % u
poredenju sa kontrolom, dok su sveze mase stabla i korena redukovane za 90 %. Stepen inhibicije
suve mase listova, stabla i korena kod biljaka izlozenih susi iznosio je oko 85 % u poredenju sa
kontrolom (Tabela 13).
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Tabela 13. Sveza i suva masa listova, stabla i korena nakon I i II Zetve, odredena pri razli¢itim
tretmanima optimalno zalivane biljke (C), biljke izloZene susi (D), optimalno zalivane biljke u
prisustvu T. harzianum (C_T1), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T2),
biljke izlozene susi u prisustvu T. harzianum (D _T1) i biljke izlozene susi u prisustvu T.

brevicompactum (D_T2).

26 dan (I Zetva)

. . Sveza Suva
_ Svez'a Sveza Masa Suva Suva Masa
Tretmani masa lista masa Korena masa masa Korena
(9) stable (g) ) lista (g) stable (g) @
C 14450+ 21.08+x 11.04+ 1418+ 1.46 + 0.82 +
19.742 1.48% 1.242 1.052 0.19? 0.022
c T1 150.78+ 2220+ 1196+ 13.69% 153 + 0.88 +
- 7.442 0.98? 1.718 1.692 0.06? 0.072
c T2 129.65+ 21.29+ 9.53 + 10.61 + 141 + 0.72 +
- 12.552 1.772 1.35% 1.122 0.072 0.09?
D 21.59 + 571+ 317+ 3.02+ 0.64 + 0.27 +
1.29° 0.34° 0.20° 0.25P 0.02° 0.03°
D T1 20.80 + 581+ 3.71+ 2.86 + 0.64 + 0.29 +
- 1.14° 0.18° 0.64° 0.28° 0.05P 0.09°
D T2 18.23 + 4,94 + 2.76 + 2.66 + 0.58 + 0.23
- 1.16° 0.37° 0.41° 0.13° 0.04° 0.05°
47 dan (Il Zetva)
Sveza Sveza ?g]aeszj Suva Suva rsnlgég
Tretmani  masa lista masa Korena masa masa Korena
(9) stable (g) @) lista (g) stable (Q) @
C 22699+ 12277+ 6464+ 2186+ 8.72 + 4,79 £
21.222 12.412 5.38? 2.762 0.83? 0.252
c T1 209.24+ 11275+ 7739+ 22.09+ 8.31+ 523+
- 26.322 10.712 22.962 1.872 0.542 0.212
c T2 21127+ 11553+ 7446+ 2019+ 7.88 + 5.06 +
- 16.80? 5.812 11.242 2.042 0.672 0.18?
D 38.61 + 10.33 £ 8.75 5.26 + 1.08 + 0.74 +
3.03° 1.43° 1.24° 0.55° 0.15P 0.06°
D T1 35.04 + 10.38 £ 8.23 4.84 + 1.15+ 0.68 +
- 5.13° 1.85° 3.30° 0.47° 0.11° 0.08°
D T2 38.70 + 10.78 £ 8.87 + 540 + 121+ 0.82 +
- 2.54° 0.76° 1.69° 0.51° 0.14° 0.09°

Vrednosti oznac¢ene istim slovom, u istoj koloni, nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite prema Tukey's

testu (p<0.05).
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4.3.10. Brzina formiranja plodova

Brzina formiranja plodova je ispitivani parametar na koji su odabrani izolati gljiva roda
Trichoderma imala najveci uticaj u sprovedenom ogledu (Slika 39). Prvi plodovi kod biljaka su se
pojavili nakon Cetrdeset jednog dana, kod biljaka koje su optimalno zalivane u prisustvu T.
harzianum i kod biljaka koje su bile izloZzene destvu suSe u prisustvu T. harzianum i T.
brevicompactum. U navedenim tretmanima kod oko 20 % biljaka su se pojavili mali plodovi. Prvi
plodovi u kontroli se javljaju dan kasnije, a u susi dva dana kasnije, a kod optimalno zalivanih
biljaka u tretmanu sa T. brevicompactum tri dana kasnije. Nakon Cetrdeset pet dana sve optimalno
zalivane biljke tretirane sa T. harzianum su imale plodove. Kontrola je imala 44 % biljaka sa
plodovima, a kod biljaka u tretmanu suse tretiranih sa T. harzianum 33 % biljaka je imalo plodove.
Procenat bilajka sa plodom u prisustvu T. brevicompactum bio je isti kod oba rezima zalivanja i
iznosio je 20 %. Svega 11 % biljaka izloZenih sus$i imalo je plodove.

Procenat biljaka sa formiranim plodom

100%
80%
60%

40%

20% -

41 42 43 44 45 46
Dani nakon premestanja biljaka na platformu

—C = T1 cT2 D D.T1 D_T2

Slika 39. Brzina formiranja plodova pri razli¢itim tretmanima optimalno zalivanih
biljaka (C), biljke izloZzene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T.
harzianum (C_T1), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum
(C_T2), biljke izloZene susi u prisustvu T. harzianum (D_T1) i biljke izloZene
susi u prisustvu T. brevicompactum (D_T2).
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4.3.11. MikrobioloSka analiza zemljiSta

MikrobioloSkom analizom zemljiSta koja je sprovedena nakon 26 dana (za vreme I zetve) 1 47 dana
(za vreme II Zetve) od momenta postavljanja biljaka na platformu za fenotipizaciju uocene su
razlike u broju mikroorganizama (Tabela 14 i Tabela 15).

Nakon 26 dana (Tabela 14) broj amonifikatora u zemljiStu, kod optimalno zalivanih biljaka u
tretmanu sa T. brevicompactum bio je, priblizno, dva puta veci u poredenju sa kontrolom. Brojnost
amonifikatora u ostalim tretmanima se nije zna¢ajno menjala. U tretmanu suSe T. harzianum je
utrostrucila brojnost sporogenih bakterija u odnosu na tretman suse bez dodatka gljiva. Kod drugih
tretmana nije bilo znacajnih razlika u pogledu sporeogenih bakterija. Znacajne razlike u ukupnom
broju bakterija bile su samo kod zemljista u kome su biljke bile izloZzene dejstvu suse u tretmanu
sa T. brevicompactum. Ovo zemljiste je imalo do sedam puta manji broj bakterija u odnosu na
druge tretmane. Broj gljiva varirao je u zavisnosti od rezima zalivanja i bio je manji priblizno
petnaest puta kod kontrole u odnosu na tretman suse. T. harzianum i T. brevicompactum statisticki
znacajno nisu uticale na povecéanje broja gljiva u zemljistu u kome su biljke bile optimalno
zalivane. Sa druge strane, kod zemljiSta u kome su biljke bile podvrgnute dejstvu suse T.
harzianum je dovela do smanjenja broja gljiva priblizno tri puta, dok je T. brevicompactum
smanjila broj gljiva priblizno jedanaest puta.

Tabela 14. Broj mikroorganizama (CFU/g) nakon 26 dana od momenta postavljanja biljaka na
platformu za fenotipizaciju pri razliitim tretmanima: optimalno zalivane biljke (C), biljke
izloZene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. harzianum (C_T1), optimalno zalivane
biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T?2), biljke izlozene susi u prisustvu T. harzianum (D_T1)
i biljke izloZene susi u prisustvu T. brevicompactum (D_T2).

e . Sporogene Ukupan broj ..
Tretman Amo:uﬂ)lgatorl k?aktegrije baEterija J 3'11'8/56
x 10° x 108

C 1.07 £ 0.21%¢ 6.43 £ 4.27° 3.67 +0.68% 2.86 + 1.24°
CT1 2.36 + 1.02% 5.90 + 2.92° 4.85 + 0.69? 22.7 +11.56%®
C.T2 2.82 £0.402 2.35+0.01° 4,79 + 0.65% 28.2 + 18.36%

D 0.90 + 0.45 6.87 £ 2.27° 5.01 £0.65% 44.6+ 1.38?
D T1 0.77 £ 0.40° 21.2 £1.06% 5.06 +£ 0.502 15.8 +10.8°
D T2 1.17 £ 0.39* 3.88 £ 0.07° 0.68 +0.18° 3.94 +0.04°

Vrednosti oznacene istim slovom, u istoj koloni, nisu statisticki znacajno razlicite prema Tukey's
testu (p<0.05).

Nakon 47 dana (Tabela 15) broj amonifikatora u zemljistu u kome su bile optimalno zalivane biljke
bio je priblizno sedamdeset tri puta vec¢i u odnosu na zemljiste u kojem su biljke bile izloZene susi.
Kod dobro zalivenog zemljista T. harzianum je inhibitorno delovala na brojnost amonifikatora kao
i T. brevicompactum. T. harzianum je dovela do smanjenja od 59 %, a T. brevicompactum 72%. U
tretmanu suSe T. harzianum i T. brevicompactum nisu dovele do statisticki zna¢ajnih razlika. Na
brojnost sporogenih bakterija, kod oba rezima =zalivanja, prisustvo T. harzianum i T.
brevicompactum nije znacajno uticalo. Brojnost sporogenih bakterija bila je sedamnaest puta veéa
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kod zemljiSta u kojem su biljke optimalno zalivane u poredenju sa tretmanom suse. Ukupan broj
bakterija bio je petnaest puta veci kod zemljista u kome su biljke dobro zalivane u odnosu na
zemljiSte koje je bilo podvrgnuto susi. T. harzianum je kod zemlji$ta dobro snabdevenog vodom
smanjila ukupan broj bakterija za 68 %, a T. brevicompactum za 79 %. T. harzianum i T.
brevicompactum nisu dovele do statisti¢ki zna¢ajnih razlika u tretmanu suse. Broj gljiva se menjao
u zavisnosti od rezima zalivanja ali T. harzianum i T. brevicompactum nisu imale znacajnih
efekata. U tretmanu suse zemljiste je imalo za 72 % manje gljiva od kontrole.

Tabela 15. Broj mikroorganizama (CFU/g) nakon 47 dana od momenta postavljanja biljaka na
platformu za fenotipizaciju pri razliitim tretmanima: optimalno zalivane biljke (C), biljke
izlozene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. harzianum (C_T1), optimalno zalivane
biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T2), biljke izlozene susi u prisustvu T. harzianum (D_T1)
i biljke izloZene susi u prisustvu T. brevicompactum (D_T2).

Sporogene Ukupan broj
bakterije bakterija
x 10° x 108

C 138 + 26.5% 46.13 +26.61*  69.17 + 7.70% 144.6 + 12.50°
T1 56.0 +7.53" 16.00 +£ 8.00®  22.32 +1.05° 162.6 + 29.8°
T2 38.6 +6.06" 17.5 + 6.06% 14.64 +1.31°  153.6 + 24.10°
D 1.88 + 0.49° 2.68 +£0.14° 4.67 £ 2.25° 40.9 +3.10°

D T1 1.45 +0.87¢ 4,75+ 1.65° 7.84 +5.72¢ 27.3+19.9°

D T2 4.18 +0.87° 2.72 +0.10° 6.48 + 0.69° 39.2 + 2.50°
Vrednosti oznacene istim slovom, u istoj koloni, nisu statisticki znacajno razlicite prema Tukey's
testu (p<0.05).

Amonifikatori
x 107

Gljive

Tretman x 10°

4.4. Molekularni mehanizmi odgovora biljke na susu i dodatak suspenzije
gljiva roda Trichoderma

4.4.1. Promene ekspresije gena paradajza u uslovima suse i interakciji sa T. harzianum i T.
brevicompactum

Ekspresija sedam gena ispitana je u listu paradajza (sorta gruzanski zlatni), gajenog na platformi
za fenotipizaciju u kontrolisanim uslovima. Nakon prve Zetve (26 dan) prikupljeni su, a potom i
liofilizovani listovi paradajza sa biljaka koje su bile izlozene rezimu dva zalivanja u kombinaciji
sa dve vrste gljive, T. harzianum i T. brevicompactum. Analiza ekspresije gena sprovedena je
metodom qRT-PCR. Analizirani su markeri signalnih puteva salicilne (SA-PR1b1) i jasmonske
kiseline (JA-PINII), kao i geni koji u¢estvuju u sintezi ABA (NCED1), flavonoida (FLS) antocijana
(SIJAF13), kefene i 5-O-kafeoil-hinske kiseline (C3H), lignina i suberina (TPX1). Relativne
ekspresije gena prikazane su na grafikonima kao 224 vrednost.

Povecana ekspresija PR1b1 gena od pet i po puta u odnosu na kontrolu detektovana je u listu
biljaka koje su bile izlozene dejstvu suse u tretmanuu sa T. harzianum. Sa druge strane kod biljaka
podvrgnutih vodnom deficitu u prisustvu T. brevicompactum smanjena je ekspresija ovog gena za
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oko pet puta. Trend smanjenje ekspresije PR1b1 gena primecen je kod biljaka izloZenih susi kao i
kod optimalno zalivanih biljaka u tretmanu sa T. harzianum i T. brevicompactum (Slika 40).

2-00Ct PR1p1

, o wm  mm BT

D CcT1 CT2 D T1 D_T2

Slika 40. Ekspresija PR1b1 gena izrazena kao 222t vrednost pri razli¢itim tretmanima:
biljke izlozene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. harzianum (C_T1),
optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T?2), biljke izlozene susi
u prisustvu T. harzianum (D_T1) i biljke izlozene susi u prisustvu T. brevicompactum
(D_T2).

Ekspresija PINII gena je povecana u tretmanu sa T. brevicompactum. Kod optimalno zalivanih
biljaka u tretmanu T. brevicompactum nivo ekspresije ovog gena je povecan za oko osamsto puta,
a kod biljaka podvrgnutih susi za oko hiljadu osamsto puta u odnosu na kontrolu. Na nivo relativne
ekspresije PINII gena kod biljaka podvrgnutih vodnom deficitu uticala je i T. harzianum povecavsi
ekspresiju za oko dvadeset i dva puta u odnosu na kontrolu, dok je tretman suse povecao nivo
ekspresije ispitivanog gena za oko sto trideset puta (Slika 41).
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Slika 41. Ekspresija PINIl gena izrazena kao 222! vrednost pri razli¢itim
tretmanima: biljke izloZzene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T.
harzianum (C_T1), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum
(C_T2), biljke izloZene susi u prisustvu T. harzianum (D _T1) i biljke izloZene susi
u prisustvu T. brevicompactum (D_T?2).

Biljke paradajza optimalno opskrbljene vodom u tretmanu sa T. harzianum i T. brevicompactum
pokazale su trend povec¢anog nivoa ekspresije NCED1 gena u odnosu na kontrolu. U tretmanu suse
primecena je povecana ekspresija NCED1 gena u odnosu na kontrolu. T. harzianum i T.
brevicompactum nisu statisticki znacajno uticale na relativnu ekspresiju gena kod biljaka
podvrgnutih vodnom deficitu u poredenju sa biljkama koje su bile izloZene susi (Slika 42).
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Slika 42. Ekspresija NCED1 gena izrazena kao 222¢' vrednost pri razli¢itim
tretmanima: biljke izlozene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. harzianum
(C_T1), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T2), biljke
izlozene sus$i u prisustvu T. harzianum (D _T1) i biljke izlozene su$i u prisustvu T.
brevicompactum (D_T2).

U odnosu na referenti gen, zabeleZena je povecana ekspresija SIJAF13 gena u svim tretmanima.
Kod optimalno zalivanih biljaka T. brevicompactum je uticala na povecanje nivoa ekspresije
SIJAF13 gena za oko pet puta, dok je kod biljaka izloZenih susi stimulisala ekspresiju spomenutog
gena za oko Sest i po puta u odnosu na kontrolu. Sa druge strane T. harzianum je pokazala trend
da stimulise nivo ekspresije SIJAF13 gena kako kod optimalno zalivanih biljaka tako i kod biljaka
izloZzenih vodnom deficitu. Trend da je gen SIJAF13 povecano eksprimiran u poredenju sa
kontrolom zabelezen je i kod biljaka koje su bile podvrgnute susi (Slika 43).
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Slika 43. Ekspresija SIJAF13 gena izrazena kao 222! vrednost pri razli¢itim
tretmanima: biljke izloZene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T.
harzianum (C_T1), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T2),
biljke izlozene susi u prisustvu T. harzianum (D_T1) i biljke izloZene susi u prisustvu
T. brevicompactum (D_T2).

Povecéana ekspresija TPX1 gena u listu paradajza detektovana je kod biljka koje su bile dobro
opskrbljene vodom u tretmanu sa T. harzianum i to za oko 60 % u odnosu na kontrolu. U tretmanu
suse povecano je eksprimiran TPX1 gen za oko 35 %, dok je u istom rezimu zalivanja T.
brevicompactum pokazala trend da povecava nivo ekspresije TPX1 gena u odnosu na kontrolu.
Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu nisu primecene kod optimalno zalivanih biljaka
u tretmanu sa T. brevicompactum kao ni kod biljaka koje su bile podvrgnutih vodnom deficutu u
tretmanu sa T. harzianum (Slika 44).
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Slika 44. Ekspresija TPX1 gena izrazena kao 222 vrednost pri razli¢itim tretmanima:
biljke izlozene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. harzianum (C_T1),
optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T2), biljke izlozene susi
u prisustvu T. harzianum (D_T1) i biljke izloZene susi u prisustvu T. brevicompactum
(D_T2).

Analizom relativne ekspresije FLS gena, utvrdeno je da je on povecano eksprimiran u listovima
optimalno zalivanih biljaka u tretmanu sa T. harzianum za oko dva i po puta, dok je T.
brevicompactum pokaza trend stimulacije ispitivanog gena u poredenju sa kontrolom (Slika 45).
Biljke izlozenie vodnom deficitu nisu imale izmenjen nivo ekspresije FLS gena u odnosu na
kontrolu, dok je u istom rezimu zalivanja T. harzianum pokazala trend da povecava nivo ekspresije
ispitivanog gena.

%94



Doktorska disertacija Rezultai Igor Vukeli¢

Q-0ACt FI S

:
3.5
3
2.5
2
15
D om0 _NR _.
0.5
0

D CT1 C_T2 D_T1 D_T2

Slika 45. Ekspresija FLS gena izrazena kao 222 vrednost pri razli¢itim tretmanima:
biljke izlozene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. harzianum (C_T1),
optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T2), biljke izloZene susi
u prisustvu T. harzianum (D_T1) i biljke izloZene susi u prisustvu T. brevicompactum
(D_T2).

Ekspresija C3H gena je povecana u svim tretmanima. Utvrdeno je da T. harzianum kod biljaka
koje su optimalno opskrbljene vodom stimuliSe ekspresiju C3H gena za oko dva i po puta u
poredenju sa kontrolom. U istom rezimu zalivanja T. brevicompactum pokazuje trend stimulacije
ekspresije ispitivanog gena. Tretman suse je udvostru¢io nivo ekspresije gena, dok je u istom
rezimu zalivanja T. harzianum pokazala trend stimulacije ekspresije C3H gena. T.
brevicompactum je kod biljaka podvrgnutih vodnom deficitu povecala nivo ekspresije ispitivanog
gena Cak za tri i po puta (Slika 46).
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Slika 46. Ekspresija C3H gena izrazena kao 222" vrednost pri razli¢itim tretmanima:
biljke izlozene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. harzianum (C_T1),
optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T2), biljke izlozene susi
u prisustvu T. harzianum (D_T1) i biljke izloZene susi u prisustvu T. brevicompactum
(D_T2).

4.4.2. Promene sadrzaja ABA i fenolnih jedinjenja pod uticajem suse i interakcije sa T.
harzianum i T. brevicompactum

Sadrzaj ABA i 12 fenolnih jedinjenja (4 flavonoidna glikozida, 4 fenilpropanske kiseline, 2
derivata benzoeve kiseline, jedne cikloheksan karboksilne kiseline i jednog kumarina) u
ekstraktima listova paradajza utvrden je primenom visoko selektivne LC-MS-MS tehnike.
Ekstrakcija je uradena iz liofilizovanih listova paradajza gajenog na platformi za fenotipizaciju u
kontrolisanim uslovima. Materijal je prikupljen nakon prve Zetve (26 dan) sa biljaka koje su bile
izlozene rezimu dva zalivanja u kombinaciji sa dve vrste gljive T. harzianum i T. brevicompactum.
Sadrzaj kvantitativnih jedinjenja prikazan je u Tabeli 16.

Sadrzaj ABA kod optimalno zalivanih biljka u listu paradajza bio je statisticki znac¢ajno povisen u
tretmanu sa T. harzianum za oko tri i po puta u odnosu na kontrolu. Susa je takode uticala na
povecanje sadrzaja ABA u listu paradajza za oko tri puta, dok su biljke u istom tretmanu u
prisustvu T. brevicompactum imale visi sadrzaj ABA za oko tri i po puta u odnosu na kontrolu.

Dvostruko nizi kvantitativni sadrzaj hinske kiseline zabelezen je kod optimalno zalivanih biljaka
u prisustvu T. harzianum u odnosu na kontrolu. Statisticki zna¢ajno smanjenje sadrzaja hinske
kiseline primecéeno je i u tretmanu suSe za oko dva i po puta, dok je T. brevicompactum u susi
inhibirala sadrzaj hinske kiseline za oko tri i po puta u odnosu na kontrolu.
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Ispitivani derivati benzoeve kiseline pokazali su identiCan trend promene sadrzaja u svim
tretmanima. SuSa je izazvala povecanje sadrzaja p-OH-benzoeva kiseline za 40 % a siriginske
kiseline za oko osam i po puta u odnosu na kontrolu. U tretmanu suse T. brevicompactum je imala
stimulativni efekat na p-OH-benzoevu kiselinu ¢iji sadrzaj je udvostrucila, dok je sadrzaj siriginske
kiseline skoro $est puta povecala u odnosu na kontrolu. U uslovima dobre opskrbljenosti vodom
biljke tretirane sa T. harzianum su imale za oko 44 % visi sadrzaj p-OH-benzoeve kiseline u
odnosu na kontrolu.

Tri od ukupno Cetiri fenilpropanske kiseline su imale identi¢an trend sadrzaja u listu paradajza u
svim tretmanima. SusSa je stimulativno delovala na sadrzaj ferulne, sinapinske i kafene kiseline
povecavsi ga redom za oko tri puta, dvadest i dva puta, i za oko dvadeset puta u odnosu na kontrolu.
Kod 5-O-kafeoil-hinske kiseline zabeleZena je inhibicija od oko Cetiri puta. Biljke koje su bile
podvrgnute vodnom deficitu i tretirane sa T. brevicompactum imale su visi sadrzaj ferulne kiseline
za oko Cetiri puta, sinapiske za oko dvadeset 1 Sest puta, a kafene kiselina za oko dvadeset i Cetiri
puta u odnosu na kontrolu. Kod 5-O-kafeoil-hinska kiselina zabeleZena je inhibicija od oko osam
I po puta u odnosu na kontrolu. T. harzianum statiticki znacajno nije uticala na sardzaj
fenilpropanskih kiselina kod biljaka izloZenih susi. Medutim kod optimalno zalivanih biljaka T.
harzianum je dovela do povecanja sadrzaja sinapinske i kafene kiseline za oko dest puta, a ferulne
kiseline za oko 76 %, dok je sadrzaj 5-O-kafeoil-hinske kiseline inhibirala za oko ¢etiri puta u
odnosu na kontrolu.

U klasi flavonoidnih glikozida razlike izmedu tretmana detektovane su kod kemferol-3-O-
glukozida i luteolin-7-O-glukozida, dok kod kvercetin-3-O-glukozida i kvercetin-3-O-rutinozida
nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu tretmana i kontrole. Optimalno zalivane biljke u
prisustvu T. harzianum imale su za oko 55 % nizi sadrzaj kemferol-3-O-glukozida u odnosu na
kontrolu. Biljke izloZzene vodnom deficitu imale su za oko 68 % nizZi sadrzaj kemferol-3-O-
glukozida, dok je u istom rezimu zalivanja u prisustvu T. brevicompactum inhibicija bila jos$
izraZenija u odnosu na kontrolu sa oko 72 %. Kod optimalno zalivanih biljaka T. harzianum je
stimulativno uticala na sadrzaj luteolin-7-O-glukozida povecavsi ga za oko dva i po puta u odnosu
na kontrolu. U uslovima vodnog deficita T. harzianum i T. brevicompactum su povecale sadrzaj
ispitivanog flavonoid glikozid za oko 63 % odnosno za oko 74 %.

Kvantitativni sadrzaj eskuletina u odnosu na kontrolu statisti¢ki znac¢ajno bio je promenjen jedino
kod biljaka izloZenih susi u prisustvu T. brevicompactum. Stimulacija je iznosila oko 48 %.
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Tabeli 16. Sadrzaj ABA i fenolnih jedinjenja u metanolnom ekstraktu lista paradajza pri razli¢itim tretmanima: biljke izlozene susi (D),
optimalno zalivane biljke u prisustvu T. harzianum (C_T1), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T2), biljke
izlozene susi u prisustvu T. harzianum (D_T1) i biljke izloZene susi u prisustvu T. brevicompactum (D_T2).

Cikloheksan Derivati benzoeve
karboksilna Kiseline Fenilpropanske kiseline Flavonoidi glikozidi Kumarini | Terpenoidi
kiselina
Tretmani . p-OH- T A 5-O- Kemferol- Luteolin- Kvercetin-  Kvercetin-
Hinska Siringinska | Ferulna  Sinapinska  Kafena . .
kiselina | PEMZO%VA  hiselina | kiselina  kiselina  kiselina  Kareoil- | 3-0- o 7-0- - 3O- 3-0- | Eskuletin |~ ABA
(ma/g) kiselina (ug/e) (ng/a) (ng/g) (ug/e) hinska glukozid  glukozid  glukozid rutinozid (ng/g) (ng/g)
(ug/g) : : kiselina | (ng/g)  (nglg)  (ug/e)  (mglg)
0.82 0.95 20.21 729.37 334.63 36.03 4.14 20158.15 27.62 74.10 7.41 1089.31 925.07
C * + + * + + * * * * + + +
0.06? 0.04¢ 4.08° 117.99¢ 31.324 7.03¢ 0.482 997.17° 1.27¢ 1.65% 0.17% 144.98¢ 124.72¢
0.41 1.37 36.88 1284.52 3619.63 385.97 1.05 9077.03 66.53 40.92 4.09 885.05 3407.73
CT1 + + + + + + * * * t + + +
0.03° 0.10° 9.98¢ 164.23° 230.28¢ 63.16° 0.28° 591.88P 3.142 1.82° 0.18° 153.90 146.86°
0.78 0.86 56.88 841.69 614.44 66.34 4.01 18516.96 37.98 72.19 7.22 701.47 665.39
C T2 + + + + + + + + + + + + +
0.082 0.05° 3.76° 122.0° 66.79¢ 13.73¢ 0.55% 2159.35? 1.500¢ 8.22% 0.82% 70.53° 24.22¢
0.35 1.33 176.18 2215.09 7544.79 741.43 0.98 6407.36 37.49 30.44 3.04 745.18 2861.62
D + + + + + + + + + + + + +
0.02° 0.02° 41.99? 114.00%® 522.32° 61.23° 0.01° 374.54° 2.21b¢ 4.11° 0.41° 76.07° 47.04°
0.77 1.00 21.80 996.93 688.16 70.73 4.34 22087.12 45.16 81.75 8.17 1242.60 1031.98
DT1 + + + * + + * * * * + + +
0.20? 0.14b¢ 4.26° 124.04°¢ 130.41¢ 12.47¢ 1.118 7617.632 10.45° 24.212 2.422 171.26% 123.10°
0.24 1.86 118.18 2908.80 8730.37 883.22 0.47 5551.77 48.14 34.79 3.48 1618.43 3240.73
D T2 + + + * + + * * * t + + +
0.03° 0.31° 19.60° 393.06° 126.95° 27.99° 0.16° 586.72" 10.23° 3.29° 0.33° 215.11° 181.39*
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4.5. Uticaj odabranog izolata Trichoderma na biohemijske, morfo-fizioloske i
agronomske parametre paradajza gajenog u plasteniku

Biljke dve sorte paradajza (gruzanski zlatni i narvik), uzgajane su u plasteniku u organskim uslovima.
Navodnjavane su sistemom kap po kap, dok je suspenzija gljva T. harzianum primenjena u zoni
korena biljke dok su se nalazile u fazi cvetanja.

4.5.1. Enzimska karakterizacija izolata

Rezultati enzimske aktivnosti izolata T. harzianum SZMC 20660 dobijeni su primenom
semikvantitativne metode, zasnovane na detekciji hidrolitickih enzima, pomoc¢u API ZIM testa. Kod
izolata T. harzianum SZMC 20660 je uocena visoka aktivnost N-acetil-B-glukozaminidaze, naftol-
as-bi-fosfohidrolaze i kisele fosfataze. ZabeleZena je niska aktivnost slede¢ih enzima: alkalne
fosfataze, esteraze (C4), esteraze lipaze (C8). Aktivnost preostalih enzima navedenih u Tabele 17 nije
detektovana.

Tabela 17. Enzimska karakterizacija izolata T. harzianum SZMC 20660

A B CDEF G H I J KL MNOP Q R S

T.harzianum

SZMC226601110000003300000300

A - alkalna fosfataza; B- esteraza (C4); C - esteraza lipaza (C8); D - lipaza (C14); E - leucin-
arilamidaza; F - valin-arilamidaza; G - cistin-arilamidaza; H — tripsin; | - a-himotripsin; J - kisela
fosfataza, K - naftol-AS-Bl-fosfohidrolaza;, L - a-galaktozidaza; M - B-galaktozidaza;, N - -
glukuronidaza; O - a-glukozidaza; P - B-glukozidaza; Q - N-acetil-B-glukozaminidaza; R - a-
manozidaza i S - a-fukozidaza.

4.5.2. Analiza ekspresije svolenin gena

Stopa uspesnosti kolonizacija korena dve sorte paradajza (GZ i N) od strane T. harzianum ispitana je
analizom ekspresije svolenin gena (Slika 47). Smanjena ekspresija je zabelezena u korenu paradajza
narvik u odnosu na paradajz gruzanski zlatni.
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Slika 47. Ekspresija svolenin gena (A) i f-aktin referentnog gena (B) u korenu paradajza narvik
(pozicije na gelu 1 i 2 predstavljaju ponavljanja, odnosno rezultate dobijene na dva grupna uzorka)
I paradajza gruzanski zlatni (pozicija na gelu 3 i 4 predstavljaju ponavljanja, odnosno rezultate
dobijene na dva grupna uzorka). Na prvoj slici slovom M oznacen je standard od 100 bp (DNA
Ladder H3 RTU 50 pg / 500 pl), dok je na drugoj slici slovom M oznacen standard od 50 bp (50bp
DNA Ladder MWD50 50 pg / 500 pl). Slvom B oznacena je slepa proba.

4.5.3. Hemijske analiza zemljiSta

Hemijskom analizom zemljiSta na kome su gajene biljke u plasteniku, utvrdeno je da se ono svrstava
u umereno humozno, slabo karbonatno i slabo alkalno zemljiste (Beli¢ 1 sar., 2014), sa visokim
sadrzajem fosfora i optimalnim sadrzajem kalijuma . Na osnovu sadrzaja azota se svrstava u klasu
zemljiSta srednje obezbedenih azotom (Manojlovié i sar., 1995). (Tabela 18).

Tabela 18. Hemijske osobine ispitivanog zemljista

Dubina Humus Ukupan N P20s K20

cm)  CaCO:00) " qp %)  (mg/100g) (mgioog) PH (H0)

0-30 141+001 29+028 0.15+001 29+049 23+148 7.9+0.01

4.5.4. Rastenje i razvice biljaka

Prema vec¢ini ispitanih morfoloskih parametara stabla i plodova nije bilo znacajnih statisti¢kih razlika
izmedu sorti paradajza, kao ni izmedu tretmana sa T. harzianum i kontrole. Jedina razlika je
primecéena u broju plodova izmedu sorti paradajza. Sorta gruzaski zlatni je imala priblizno dva puta
vise plodova od sorte narvik (Tabela 19).
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Tabela 19. Morfoloske karakteristike biljke (precnik stabljike u osnovi, pre¢nik stabljike u sredini) i
ploda (Sirina ploda, visina ploda, broj plodova, masa ploda) pri razli¢itim tretmanima: kontrola narvik
(G1C), kontrola gruzanski zlatni (G2C), narvik u prisustvu T. harzianum (G1T), gruzanski zlatni u
prisustvu T. harzianum (G2T).

Precnik Precnik Sirina Visina ploda  Broj Masa ploda
Tretman  stabljikeu  stabljike u poloda (melpo_z) o dOJV . ( ")’
oshova (cm)  sredini (cm) (cmx10?) P g

Gi1C 16.36 +0.76° 10.6+1.11* 60.03+2.44% 57.8+3.87% 12+2" 130+9.29%
GI1T 16.7+1.31* 12.36+1.01* 61.96+2.05 61.3+2.87%° 11+1° 143+3.78

13.87 a a a a a
G2C 1 45 11.6+1.05* 595+437% 57.1+142*% 21+3* 1331457
G2T 11.4+0.87° 103+0.81* 61.3+3.61° 60.6+1.57%° 20+1?2 115'%;‘;

Vrednosti oznacene istim slovom, u istoj koloni, nisu statisticki znacajno razli¢ite prema Tukey's
testu (p<0.05).

4.5.5. Sadrzaj vode u zemljiStu i relativni sadrZaj vode u listovima paradajza

Sadrzaj vode u zemljistu koje je navodnjavano sistemom kap po kap, kao i i sadrzaj vode u listovima
nije se statisti¢ki znac¢ajno menjao u razli¢itim tretmanima (Tabela 20).

Tabela 20. Sadrzaj vode u zemljistu (SWC) i sadrzaj vode u listovima (RWC) pri razli¢itim
tretmanima: kontrola narvik (G1C), kontrola gruzanski zlatni (G2C), narvik u prisustvu T. harzianum
(G1T), gruzanski zlatni u prisustvu T. harzianum (G2T).

Tretman SWC (%) RWC (%)
Gi1C 24.50 + 2.4° 49.32 + 3.7°
G1T 27.33 +3.02 48.73 £ 4.7°
G2C 30.75+0.8? 50.18 £ 4.32
G2T 30.95+1.12 54.67 + 2.6%

Vrednosti oznacene istim slovom, u istoj koloni, nisu statisticki zna¢ajno razli¢ite prema Tukey's
testu (p<0.05).

4.5.6. Sadrzaj hlorofila, epidermalnih flavonola, antocijana i indeks balansa azota

Pracenjem fizioloskih parametara u listovima in vivo, nedestruktivnom metodom, utvrdeno je da je
uticaj primenjenih tretmana varirao u zavisnosti od sorte paradajza (Tabela 21). Sorta gruzanski zlatni
imala je veci sarzaj hlorofila za 30 % i indeks balansa azota veci za 44 % od sorte narvik, dok je
sadrZaj epidermalnih flavonoida i antocijana bio niZi za 22 % 1 27 %. Pracenjem sadrZaja hlorofila u
listovima, primeceno je da paradajz gruzanski zlatni tretiran sa T. harzianum ima za 13 % nizi sadrzaj
hlorofila za razliku od sorte narvik kod koje nije bilo statisticki znac¢ajnih promena. Za razliku od
hlorofila sadrzaj epidermalnih flavonola kod sorte narvik je opao za 12 % dok je kod sorte gruzanski
zlatni porastao za 25 %. Shodno tome, indeks balansa azota (predstavlja odnos Chl/Flav) je smanjen
za 21 % kod sorte gruzanski zlatni, dok kod sorte narvik nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika. Kod
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obe sorte paradajza tretman sa T. harzianum nije imao statisticki znaCajne efekte na sadrzaj
antocijana.

Tabela 21. Indeks hlorofila (Chl), epidermalnih flavonola (Flav), antocijana (Anth) i indeks balansa
azota (NBI) mereni in vivo nedestruktivnom metodom pri razli¢itim tretmanima: kontrola narvik
(G1C), kontrola gruzanski zlatni (G2C), narvik u prisustvu T. harzianum (G1T), gruzanski zlatni u
prisustvu T. harzianum (G2T).

Tretman Chl Flav NBI Anth
G1C 29.1+1.8° 0.67+0.038 43.15+1.2° 0.11+0.005°
G1T 26.4+12° 059+0.02° 48.23+3.8° 0.12+0.008
G2C 41.7+1.1* 052+003° 775+15* 0.08+0.008°
G2T 36.53+1.2° 0.65+0.03* 61.25+4.6° 0.09 + 0.008"

Vrednosti oznacene istim slovom, u istoj koloni, nisu statisticki znacajno razli¢ite prema Tukey's
testu (p<0.05).

4.5.7. Sadrzaj ukupnih polifenola, rastvorljivih Secera , ukupnih flavonoida i skroba u
plodovima paradajza

Sadrzaj ukupnih polifenola u plodovima sorte gruzanski zlatni bio je veci za 18 % u odnosu na sortu
narvik, dok je kod obe sorte u tretmanu sa T. harzianum, u odnosu na kontrolu, zna¢ajno smanjen i
to za 14 %. Znacajan opadanje sadrzaja flavonoida od 26 % izmeren je u tretmanu sa T. harzianum
kod sorte Nrvik, medutim kod sorte gruzanski zlatni primecen je porast flavonoida za 49 %. Kod iste
sorte, uticaj T. harzianum je rezultovao smanjenje sadrzaja skroba za 37 %, dok znacajnih razlika
izmedu sorti nije bilo. Znacajno niZi sadrZaj rastvorljivih Sefera zabeleZen je izmedu dve sorte
paradajza, ali znacajnih razlika u tretmanu sa T. harzianum nije bilo (Tabela 22).

Tabela 22. Biohemijske karakteristike ploda merene pri razli¢itim tretmanima: kontrola narvik
(G1C), kontrola gruzanski zlatni (G2C), narvik u prisustvu T. harzianum (G1T), gruzanski zlatni u
prisustvu T. harzianum (G2T).

Ukupni polifenoli Ukupn_| . Skrob Rastvorni Seceri
flavonoidi

(mg GEA/L00g) (R (/) (mglg)
Gi1C 1632.41+68.74° 455.56+47.13° 30.61+3.81*  225.18+14.96"°
G1T 1408.29+45.21°¢ 333.26+9.51° 37.65+2.012 192+31.57°
G2C 2001.77+£52.612 368.14+29.02° 36.52+4.622 337.07+£34.512

G2T 1710.63+33.31°  548.41+30.66° 22.74+4.09° 284.09+4.26%

Vrednosti oznacene istim slovom, u istoj koloni, nisu statisticki znacajno razli¢ite prema Tukey's
testu (p<0.05).

Tretman

4.5.8. Sadrzaj makroelemenata u plodu paradajza

Odredivanjem sadrzaja makroelemenata u plodu paradajza (Table 23) utvrdeno je da sorta gruzanski
zlatni ima oko dva puta veéi sadrzaj azota od sorte narvik. Za razliku od paradajza narvik kod kog
nije bilo znacajnih razlika u tretmanu sa T. harzianum, sadrZaja azota kod paradajza gruZzanski zlatni
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je smanjen za 28 %. Sadrzaj fosfora se kretao od 0.715 £ 0.045 % do 0.79 £ 0.02 % i nije se znacajno
menjao izmedu sorti, kao ni izmedu tretmana sa T. harzianum. Sadrzaj kalijuma se takode nije
znacajno menjao, ni izmedu sorti, a ni izmedu tretmana sa T. harzianum i kretao se od 2.78 + 0.28
ppm do 2.98 + 0.14 ppm.

Tabela 23. Sadrzaj makroelementa u plodovima paradajza pri razli¢itim tretmanima: kontrola narvik
(G1C), kontrola gruzanski zlatni (G2C), narvik u prisustvu T. harzianum (G1T), gruzanski zlatni u
prisustvu T. harzianum (G2T).

Tretmani N (%) P (ppm) K (ppm)
Gi1C 1.28 £0.03° 0.79 £ 0.02% 2.85+0.28%
G1T 1.27 £ 0.02° 0.765 £ 0.015? 2.98 £0.14%
G2C 2.21+£0.18° 0.715 £ 0.045° 2.78 £0.28°
G2T 1.59 +0.08° 0.735 + 0.035? 2.80 £ 0.00*

Vrednosti oznacene istim slovom u istoj koloni nisu statisti¢ki zna¢ajno razli¢ite prema Tukey's testu
(p<0.05).

4.5.9. Sadrzaj mikronutrijenata i teSkih metala u plodovima paradajza, zemljiStu i indeks
bioakumulacije

Na osnovu odredenog sadrzaja mikronutrijenata i teskih metala u plodovima paradajza, ustanovljeno
je da je sorta gruzanski zlatni sadrzala veée koncentracije gvozda, cinka i nikla. Vecu koncentraciju
mangana sadrzala je sorta narvik, dok se koncentracije bakra, hroma, olova i kobalta nisu zna¢ajno
menjale izmedu sorti (Tabela 24). Tretman sa T. harzianum imao je razlicit efekat na dve sorte
paradajza u odnosu na koncentraciju mangana. Kod paradajza narvik je doslo do smanjenja, dok je
kod paradajza gruzanski zlatni doslo do povecanja koncentracije mangana. Navedene razlike su bile
ispod 10 %. Koncentracija gvozda i hroma bila je zna€ajno veca kod obe sorte paradajza u tretmanu
sa T. harzianum, ali ipak nesto niza kod paradajza narvik u odnosu na paradajz gruzanski zlatni.
Koncentracije gvozda i hroma povecane su za 23 % i 59 % kod paradajza narvik, a kod paradajza
gruzanski zlatni za 72 % i 100 %. Tretman sa T. harzianum nije statisticki znacajno uticao na
koncentracije bakra, cinka i kobalta. Koncentracije nikla su smanjene kod obe sorte paradajza nakon
interakcije sa T. harzianum i to kod paradajza narvik za 20 % a kod paradajza gruzanski zlatni za 50
%. Koncentracija olova znac¢ajno se menjala u tretmanu sa T. harzianum samo kod sorte narvik gde
je doslo do smanjenja od 50 %.

103



Doktorska disertacija Rezultai Igor Vukeli¢

Tabela 24. Sadrzaj mikronutrijenata i teskih metala u plodovima paradajza i zemljistu pri razlicitim
tretmanima: kontrola narvik (G1C), kontrola gruzanski zlatni (G2C), narvik u prisustvu T. harzianum
(G1T), gruzanski zlatni u prisustvu T. harzianum (G2T).

Plod
Tretmani Mn Fe Cu Zn Ni Cr Pb Co
G1C 75+ 346+ 933+ 1261+ 132+ 056+ 0.032+ 0.05 +
0.1° 1.0° 0.152 0.612 0.05%  0.005° 0.012 0.012
GIT 71+ 4279+ 1079+ 1279+ 108+ 0.89+ 0.0176+ 0.069 +
0.05¢ 0.112 1.552 0.452 0.0° 0.09? 0.03° 0.022
G2C 78+ 2252+ 885+ 1116+ 0995+ 048+ 0.030+ 0.05 +
0.1 1.00¢ 0.022 0.04° 0.005>  0.09° 0.0042 0.00052
GoT 805+ 3877+ 811+ 1145+ 049+ 099+ 0.0257+ 0.051+
0.12 2.812 0.36° 0.79% 0.1° 0.005%  0.045? 0?
Zemljiste
4962+ 13685+ 4355+ 39.13+ 2369+ 23.07+ 1377+ 9.043+
3.9 176.77 1.21 1.20 0.59 0.99 0.94 0.01

Vrednosti oznacene istim slovom, u istoj koloni, nisu statisticki znacajno razlicite prema Tukey's
testu (p<0.05).

Indeks bioakumulacije (BI) za mangan, nikl i hrom se kretao od 1.43 do 5.57 (Tabela 25). Najnizi
indeks bioakumulacije < 1 utvrden je kod gvozda, olova i kobalta. Visoke vrednosti ovog indeksa,
izraCunate su za bakar i cink i kretale su se u rasponu od 18.5 do 33. Vrednosti BI u tretmanu bez
dodatka gljive bile su sli¢éne kod obe sorte paradajza. Medutim u tretmanu sa T. harzianum indeks
bioakumulacije sorte gruzanski zlatni bio je veé¢i kod gvozda i hroma, a nizi kod nikla u odnosu na
sortu narvik. Kod obe sorte, kao odgovor nakon aplikacije T. Harzianum, doslo je do smanjenja BI
olova.

Tabela 25. Indeks bioakumulacije pri razli¢itim tretmanima: kontrola narvik (G1C), kontrola
gruzanski zlatni (G2C), narvik u prisustvu T. harzianum (G1T), gruzanski zlatni u prisustvu T.
harzianum (G2T).

Tretmani Mn Fe Cu Zn Ni Cr Pb Co
Gi1C 151 0.25 21.42 32.23 5.57 2.43 0.23 0.55
G1T 1.43 0.32 24.78 32.69 4.56 3.86 0.12 0.76
G2C 1.57 0.17 20.32 28.52 4.20 2.08 0.21 0.55
G2T 1.62 0.29 18.62 29.26 2.07 4.29 0.19 0.56

4.5.10. Uporedna analiza morfoloskio-hemijskih parametara

Efekti primene T. harzianum na dve sorte paradajza vizuelno su predstavljeni analizom glavnih
komponenti (PCA) koja je odvojeno sprovedena na nadzemnim delovima biljke (Slika 48) i na plodu
paradajza (Slika 49).

Analizom glavnih komponenti nadzemnih delova biljke objasnjeno je ukupno 78 % varijabilnosti
(PC1 51.8 %; PC2 26.2%). PC1 jasno izdvaja dve ispitivane sorte paradajza. Od sedam testiranih
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parametara pet (NBI, Chl, Flav, Anth i pre¢nik stabljike u osnovi) ima znacajnu korelaciju sa osom
1. Od ispitivanih parametara cetiri (RWC, Flav, precnik stabljike u osnova 1 pre¢nik stabljike u
sredini) imaju znacajnu korelaciju sa osom 2 koja razdvaja sve tretmane, izuzev jednog kontrolnog
uzorka sorte Nrvik koji je svrstan u grupu uzoraka kod kojih su biljke tretirane sa T. harzianum (Slika
48).

Analizom glavnih komponenti ploda objaSnjeno je ukupno 62.8 % varijabilnosti (PC1 40 %; PC2
22,8 %). PC1 jasno izdvaja dve ispitivane sorte paradajza, kao i u predhodnom slucaju. Od devetnaest
testiranih parametara, devet (Pb, P, N, Mn, Fe, Cu, Zn, ukupni polifenoli, rastvorni $eceri, broj
plodova) ima znacajnu korelaciju sa osom 1. Od ispitivanih parametara Sest (Ni, Cr, Co, S, FH, FM)
ima znacajnu korelaciju sa osom 2 (Slika 49).

A) ! B)
ST
! Korelaciona matrica
Am=rr ! RWC G1T|-_4 Osal Osa?2
2 m | o RWC Ns  0.02
u : = Qb NBI 0.00 ns
3 ! Chl  0.00 ns
< Mg - GIT, 1 Flav. 0.04 0.00
$§ 2C_1 . P Anth 0.00 ns
8 Gt g : 61T 3 STB 0.00 0.09
~Ngl| R N S N B IR NS O
8 S Ch.l : Anthocianins® STM Ns 0.00
9 f c1c 8
GpT_1 !
' GoT 4
g GT_3 i
8 GgT_2 GJC_1
¥ ; Flavonols
-1.00 -0.75 -0.50 -0.25 0.00 0:25 0.50 0.75 1.00

PC 1 (51.8%)

Slika 48. PCA analiza sedam testiranih parametara Chl, Flav, Anth, NBI, RWC (%), STB (pre¢nik
stabljike u osnovi (cm)) i STM (precnik stabljike u sredini (cm)) na dve sorte paradajza, pri
razli¢itim tretmanima: kontrola narvik (G1C), kontrola gruzanski zlatni (G2C), narvik u prisustvu
T. harzianum (GI1T), gruzanski zlatni u prisustvu T. harzianum (G2T) (A). Korelaciona matrica
(Pearson-ov produkt koeficijent korelacije) sa pridruzenim p vrednostima izmedu glavnih
komponenti i analiziranih varijabli (B).
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GzgC_3 ! wdy Ni ns 0.00
_8 GgC2 b N 0.00 ns
2 ! - Mn 0.00 ns
o N ] - LT K ns ns
& ""._S_S """""""""""" AN I R R Fe 0.00 ns
O G1T 2 Cu 0.00 ns
&g ! g Cr ns 0.0
Y . PiLs Co ns  0.09
3 n s ! Zn 000 ns
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R : =Y SS 0.00 ns
' S ns 0.09
3 G2T 2 | T FN 0.00 ns
¥ G2T_3 | FW ns ns
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PC 1 (40.0%) FM ns 0.03

Slika 49. PCA analiza devetnaest testiranih parametara FW (§irina ploda (cm 1072)), FH (visina
ploda (cm 10%)), FN (broj plodova), FM (masa ploda (g)), TP (ukupni polifenoli (mg GEA/100
g)), TF (ukupni flavonoidi (mg/100 gDW)), S (skrob (mg/g DW)), SS (rastvorni Seceri (mg/g
DW)), makroelementi N (%), P (ppm), K (ppm) i teski metali (ppm) Mn, Fe, Cu, Zn, Ni, Cr, Pb i
Co. Analiza je sprovedena na dve sorte paradajza pri razliitim tretmanima: kontrola narvik (G1C),
kontrola gruzanski zlatni (G2C), narvik u prisustvu T. harzianum (G1T), gruzanski zlatni u
prisustvu T. harzianum (G2T) (A). Korelaciona matrica (Pearson-ov produkt koeficijent korelacije)
sa pridruzenim p vrednostima izmedu glavnih komponenti i analiziranih varijabli (B).
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5. DISKUSIJA

5.1. Brzi odgovori
5.1.1. Trichoderma kao stimulatori klijanja

U cilju razumevanja mehanizama signalizacije proucavani su brzi ogovori biljaka paradajza u
interakciji sa gljivama roda Trichoderma. Efekat gljiva roda Trichoderma na klijanje semena dve
sorte paradajza gruzanski zlatni i narvik u ovom radu je ispitivan in vitro na MS podlogama dok jos
nije ostvaren fiziCki kontakt izmedu gljive i semena. Pomocu skenirajuceg elektronskog mikroskopa
(SEM) utvrdeno je da tokom prvih 48 h uzgajanja semena paradajza u kokulturi sa gljivama nije doslo
do njihovog fizickog kontakta.

Uticaj Trichoderma na rast i razvoj biljaka, iako sa njima nisu ostvarile fizicki kontakt, pokazali su
Gonzélez-Pérez i sar. (2018). Spomenuti autori su istrazivali in vitro uticaj T. atroviride i T. virens
na biljke arabidopsisa. Biljke i gljive su uzgajane u istim Petri posudama, medusobno razdvojene
pregradom, koja je sprecavala fizicki kontakt. Biljke su rasle na MS podlogama, a gljive na PDA
podlogama. Naucnici su utvrdili da su gljive u periodu 3 do 5 dana stimulisale rast biljaka. Zakljucili
su, da su biljke u prisustvu gljiva imale veci sadrzaj auksina u korenu koji je bio stimulisan od strane
lako isparljivih organskih jedinjenja (VOC) medu kojima dominiraju seskviterpeni. Brojni drugi
radovi potvrduju da se primenom gljiva iz roda Trichoderma moze pospesiti klijanje semena razlicitih
vrsta biljaka. Konappa i sar. (2020) su u laboratorijskim uslovima sproveli test klijavosti na semenima
paradajza (Arka Meghali) koja su bila tretirana sa osam vrsta gljiva Trichoderma. Rezultati u ovoj
disertaciji, kao i kod spomenutih istrazivaca, potvrdili su da su sve vrste gljiva Trichoderma
stimulativno delovale na klijanje semena. T. harzianum UNS35, T. longibrachiatum UNS11, T.
asperellum T8 kao i T. viride UNS35 stimulisali su povecanje klijvosti semena paradajza za 9 %, u
poredenju sa kontrolom, dok je taj procenat bio neSto nizi kod T. viride UNS42 (8%), T.
longibrachiatum UNS28 (7%), T. asperellum T4 (6%) i T. harzianum UNS10 (5%). Efekat
stimulacije klijavosti semena od strane gljiva Trichoderma ovi autori povezuju sa mogucom
povecanom sintezom biljnih hormona giberelina koji iniciraju klijanje i enzima amilaze koji ubrzava
asimilaciju skroba. Jogaiah 1 sar. (2018) povecanje klijavosti semena razli¢itih ispitivanih biljnih
vrsta, kao i parametara rasta biljaka tretiranih sa T. virens povezuju sa efikasnijim unosom hranljivih
materija 1 indukcijom indol siréetne kiseline (IAA). IstraZivanja sprovedena u laboratorijskim
uslovima takode su pokazala da sva tri ispitivana izolata T. hrazianum stimuliSu klijavost nakon 48 h
za oko 15 % (Anjum i sar., 2020). Eksperiment, koji su sproveli u saksijama sa zemlji§tem, pokazao
je jos$ bolje rezultate, gde je klijanje semena povecano za oko 45 % u odnosu na kontrolu. Efekat
stimulacije klijanja semena paradajza od strane gljiva roda Trichoderma You i sar. (2016) su pripisali
fitohormona, koji su produkovani od strane ove gljive, kao $to su giberelini i brasinosteroidi.
Produkcija giberelina i brasinosteroida od strane gljiva roda Trichoderma primecena je i u studiji
Chowdappa i sar. (2013).

Rezultati iz ove disertacije su u saglasnosti sa rezultatima iz prethodno citiranih radova. Klijanje
semena obe sorte paradajza bilo je stimulisano od strane svih ispitivanih gljiva roda Trichoderma.
Stimulacija klijanja semena se kretala od 10,23 % do 15,73 %. Semena paradajza gruzanski zlatni su
najviSe stimulisana od strane T. hrazianum u poredenju sa kontrolom, dok je klijanje semena
paradajza narvik najviSe stimulisano od strane T. brevicompactum. Za potrebe sprovodenja ovog
ogleda koriS¢ena su visoko kvalitetna semena sa velikom energijom klijanja, medutim, primeceno je
da gljive iz roda Trichoderma ostvaruju veci stepen efikasnosti pri stimulaciji klijanja starih semena,
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kao i onih koja nisu na odgovaraju¢i nacin skladiStena. Buduca istrazivanja treba usmeriti na
ispitivanje semena sa malom energijom klijanja, jer ona predstavljaju veliki problem u poljoprivredi.

Poznato je da pod uticajem gljiva iz roda Trichoderma dolazi do promena u sastavu ¢elijskog zida u
korenu biljaka. Celijski zid biljaka se sastoji od veoma kompleksnih strukturnih elemenata ¢ija
kvantitativna zastupljenost se menja pod uticajem uslova spoljasnje sredine. Celijski zid je struktura
koja se sastoji od polisaharida kao $to su celuloza, hemiceluloza, pektin, polimera poput lignina uz
prisustvo enzimskih i strukturnih proteina (Keegstra 2010).

Kako bi se okarakterisala stimulacija klijanja nakon 48h rasta u ko-kulturi sa gljivama roda
Trichoderma primenjena je FTIR sprektroskopija kojom se prate biohemijske i promene
funkcionalnih grupa jedinjenja, koja ulaze u sastav ¢elijskog zida radikula semena paradajza. Na
osnovu rezultata FTIR spektroskopije, ustanovljeno je da se najvec¢e promene u hemijskom sastavu
radikula semena paradajza gruzanski zlatni i paradajza narvik, koja su klijala u kokulturi sa T.
harzianum i T. brevicompactum, deSavaju u proteinskom delu spektra.

Intenzitet pikova proteinskih traka Amid | i Amid Il kod sorte gruzanski zlatni i narvik je nizi u
tretmanu sa T. brevicompactum i T. harzianum u odnosu na kontrolu. Dobijeni rezultati govore da su
promene izrazene u proteinskim metabolitima. Ovo ukazuje da je u interakciji sa gljivama doslo do
opadanja ukupnog sadrzaj proteina u radikulama semena paradajza

Pehlivan i sar. (2017) su primenom Bradford-ove metode ustanovili da semena i koren kukuruza koji
su tretirani sa T. lixii imaju veéi sadrzaj rastvornih proteina. Alhomodi i saradnici su 2021. godine
ispitivali uticaj T. reesei na nutritivni sastav klijanaca repice i dosli do istog zapazanja kao i Pehlivan
i sar. (2017). Primenom analizatora azota/proteina ustanovili su da T. reesei uti¢e na povecanje
sadrzaja proteina kod klijanaca repice. Tokom kolonizacije biljaka od strane gljiva roda Trichoderma
dolazi do proteomskih promena u korenu i nadzemnim delovima biljke (Alfiky i sar., 2021.).
Medutim, molekularni mehanizmi delovanja ovih gljiva na sadrzaj proteina u korenu biljaka kada
fizicki kontakt nije ostvaren nisu dovoljno prouceni. Najverovatnije su za to zaduZena isparljiva
jedinjenja i/ili ekstracelijski metaboliti gljiva koji mogu da migriraju kroz zemljiste i hranljive
podloge.

Dekonvolucijom proteinske trake Amid I, kod paradajza gruzanski zlatni, primeceno je da se udeo
zaokreta u tretmanu sa T. harzianum i T. brevicompactum smanjuje za 15.7 % i 9.8 % u odnosu na
kontrolu. Udeo a heliksa se povecao za 5.2 % u tretmanu sa T. harzianum i za 3.5 % u tretmanu sa T.
brevicompactum u odnosu na kontrolu. Udeo [ nabrane ravni se povec¢ao u tretmanu sa T. harzianum
za 14.6 %, dok se u tretmanu sa T. brevicompactum uvecao za 10.4 %. Dekonvolucijom proteinske
trake Amid I, kada je u pitanju udeo zaokreta i B nabrane ravni, kod paradajza narvik primeceni su
suprotni efekti gljiva, u odnosu na paradajz gruzanski zlatni. Udeo zaokreta kod paradajza narvik u
tretmanu sa T. harzianum i T. brevicompactum se povecao za 6.8 % i 8.7 % u odnosu na kontrolu,
dok se udeo B nabrane ravni smanjio u tretmanu sa T. harzianum za 23.9 %, a u tretmanu sa T.
brevicompactum za 5.9 %. Udeo a heliksa u tretmanu sa T. harzianum se povecao kod paradajza
narvik za 17.1 %, dok je u tretmanu sa T. brevicompactum doslo do blage inhibicije od 2.7 %.

Dekonvolucijom proteinske traka Amid II utvrdeno je da se udeo uredene i neuredene strukture
proteina u tretmanima nije znacajno promenio kod paradajza gruzanski zlatni. Medutim na osnovu
dekonvolucije proteinske traka Amid Il kod paradajza narvik, primeceno je da se udeo uredene
strukture smanjuje uz paralelno poveéanje neuredene strukture proteina u tretmanima sa T. harzianum
za18.2%16.7 % kod T. Brevicompactum, u poredenju sa kontrolom. Ovi rezultati ukazuju da postoji
razlika izmedu dva sorte paradajza u finim strukturnim promenama novosintetisanih proteina
indukovanih gljivom.
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Na osnovu trake karakteristicne za glikozidnu vibraciju polisaharida pektina i hemiceluloze
ksiloglukana moze se zakljuciti da su gljive inhibitorno delovale na sadrzaj pektina ili ksiloglukana
u radikulama semena paradajza gruzanski zlatni i narvik. Istrazivanja na korenu jare i ozime sorte
pSenice U interakciji sa T. cremeum i T. atroviride takode pokazuju da je sastav celijskog zida
izmenjen (Basinska-Barczak i sar., 2020). Uocena je akumulacije lignina i reorganizacija pektina, to
1izmedu ostalog upucuje da se testirane vrste gljiva mogu koristiti u zastiti od patogena. U primarnom
¢elijskom zidu biljaka, koje se nalaze u fazi razvoja, dolazi do poveéanja u sadrzaju celuloze,
hemiceluloze i pektina (Keegstra, 2010). S obzirom da su Rangel Pedersen i sar. 2021. godine
dokumentovali da T. reesei lu¢i enzime esterazu, ksiloglukanazu i B-1.4 endoglukanazu koje
razgraduju strukturu ksiloglukana, moguce je da se neki od spomenutih enzima nakupljju u hranljivim
podlogama i da su odgovorni za moguce smanjenje sadrzaja ksiloglukana u radikulama semena
paradajza koja su rasla u kokulturi sa T. harzianum i T. brevicompactum.

Prihvadeno je miSljene da su uspesni fitopatogeni mikroorganizmi razvili strategije zasnovane na
efektorima kako bi izbegli odbrambene odgovore biljaka (Romero-Contreras i sar., 2019). Danas se
LysM motivi intenzivno proucavaju zbog njihove uloge u interakciji biljka-patogen. LysM efektore
koriste 1 simbiotske gljive kalo bi unapredile interakciju sa biljkama. Ovi efektori imaju Paof
sekundarnu strukturu, gde se oba o heliksa nalaze na istoj strani dve antiparalelne  nabrane ravni.
Kod biljaka LysM motivi se nalaze u delu receptora, koji prepoznaje GIcNAc oligosaharide koji
poticu od fitopatogenih gljiva. GIcNAc aktivira signalne kaskade posredovane MAP kinazama,

.....

jedinjenja koja imaju odbrambenu funkciju (Romero-Contreras i sar., 2019). Moguce je da dve
ispitivane sorte paradajza gruzanski zlatni i narvik sadrze razli¢ite proteine od kojih zavisi uspesnost
vezivanja razli¢itih efektora gljiva roda Trichoderma. Na osnovu ovakve pretpostavke moguce je
izvesti zakljucak da se jedan od faktora kojim gljive roda Trichoderma stimuli$u klijanje semena
biljaka zasniva na odnosu protein - efektor.

5.1.2. VVodni deficit i Trichoderma

Rane reakcije paradajza ailsa craig nastale u interakciji sa T. brevicompactum su ispitivane u cilju §to
boljeg shvatanja signalnih mehanizama u uslovima stresa suse. Istrazivanja su sprovedena tokom 48
h od momenta aplikacije gljiva na biljke paradajza.

Odgovor mladih biljaka paradajza ailsa craig na prisustvo gljiva T. brevicompactum ispoljio se u vidu
znacajnog smanjenja provodljivost stoma od oko 40 % u odnosu na kontrolu, ve¢ nakon 2 h od
momenta aplikacije gljive. Smanjenje provodljivosti stoma je bilo povezano sa paralelnim
smanjenjem vodnog potencijala i povecanim sadrzajem ABA u listu i korenu. U istom vremenskom
periodu, biljke koje nisu zalivane imale su dvostruko ve¢i sadrzaj ABA kako u korenu, tako i u listu.

Aplikacija gljiva roda Trichoderma kod biljaka Arabidopsis dovodi do smanjenja provodljivosti
stoma i transpiracije (Contreras-Cornejo i sar., 2015). Autori ovaj efekat pripisuju poveéanoj
koncentraciji ABA. Zaklju¢ak do kojeg su dosli, ipak se moze primeniti i na rezultate iz ove
disertacije u uslovima primene samo gljive. Medutim kada su biljke istovremeno pod delovanjem
suSe, postoje dva signala od kojih je jedan prestanak zalivanja a drugi je tretman sa gljivom.
Pojedinac¢no, oba signala su dovela do pove¢anja ABA, ali zajedno kada deluju ostvareni porast je
manji od onog koji se dobija prostim zbirom pojedina¢nih signala. Primeceno je da u tretmanu u
kome biljke nisu bile zalivane T. brevicompactum inhibitorno deluje na sadrzaj ABA u listu i korenu
(Slika 50). Zatvaranje stoma ne mora da bude regulisano samo sadrzajem ABA, ve¢ da na to mogu
da uticu 1 drugi hemijski signali. Poznato je da pored ABA i drugi biljni hormoni poput salicilne
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kiseline i etilena, zatim metabolita (prolin, poliamini i H2S), kao i jona Ca®" i prisustvo azot
monoksida uti¢u na zatvaranje stoma (Agurla i sar., 2018). Gljive roda Trichoderma mogu da
indukuje etilen kod biljaka paradajza (Leonetti i sar., 2017), a takode je poznato da etilen moze da
inhibira sintezu ABA (She i Song 2012).

Veca provodljivost stoma zabelezena je kod biljaka koje su zalivane u odnosu na biljke kod kojih je
obustavljeno snabdevanje vodom, takode T. brevicompactum je stimulativho delovala na
provodljivost stoma biljaka kod kojih je obustavljeno zalivanje. Nakon 24 h T. brevicompactum je
povecala provodljivost stoma za 77 %, a nakon 48 h provodljivost stoma je udvostru¢ena. Dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa viSim vodnim potencijalom i niZim vrednostima ABA u listu i korenu u
poredenju sa biljkama koje nisu bile tretirane sa gljivom (Slika 50).

Sadrzaj epidermalnih flavonola raste ve¢ nakon 2 h od pocetka aplikacije sa T. brevicompactum.
Nakon prolaznog opadanja koje se desilo 24 h od momenta aplikacije, sadrzaj epidermalnih flavonola
je uvek povisen u tretmanu sa T. brevicompactum. Flavonoli kao bioaktivna jedinjenja iz porodice
flavonoida imaju razli¢itu ulogu kod biljaka poput zastite od UV zracenja, deluju kao pigmenti,
antioksidanti, regulatori transporta auksina, signalni su molekuli u simbiozi i imaju odbrambenu
ulogu od patogena. Brotman i sar. (2013) su primetili da su geni biljaka koji posreduju u sintezi i
metabolizmu sekundarnih jedinjenja nakon 24 h od momenta aplikacije gljiva roda Trichoderma
smanjeno eksprimirani. Spomenuti autori smatraju da se ovim putem omogucava uspesSna
kolonizacija korena biljaka od strane gljiva Trichoderma. Na ovaj na¢in moZe se objasniti opadanje
indeksa epidermalnih flavonola u rezultatima iz ove disertacije koji se desio nakon 24 h, da bi ve¢
nakon 48 h epidermalni flavonoli statisticki znacajno bili ve¢i kod biljaka tretiranih sa T.
brevicompactum.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da su epidermalni flavonoli i ABA ukljuceni u
signalizaciju interakcije sa T. brevicompactum, a da biljke koje su izlozene stersu suse u prisustvu T.
brevicompactum imaju bolje adaptivne karakteristike. Kod biljaka u spomenutom tretmanu zabelezen
manji porast ABA i veca provodljivost stoma, $to uti¢e na povecéanje intenziteta fotosinteze i rasta
biljaka. Primeceno je da biljke paradajza u interakciji sa T. brevicompactum imaju niZi sadrzaj ABA
u korenu (Raci¢ i sar., 2018). Visok sadrzaj ABA u korenu povezan je sa inhibicijom rasta biljaka,
dok nizi sadrzaj ABA u korenu manje inhibira rast, sto zapravo predstavlja adaptivnu prednost biljaka
(Shi i sar., 2015).
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Slika 50. Sematski prikaz rane reakcije paradajza nastale u interakciji sa T.
brevicompactum nakon 48 h pri razli¢itim tretmanima: optimalno zalivanje
(C), optimalno zalivanje sa prisustvom izolata T. brevicompactum (C_T),
prestanak zalivanja (D), prestanak zalivanja sa prisustvom izolata T.
brevicompactum (D_T).

Mereni parametri: sadrzaj hlorofila (CHL), sadrzaj epidermalnih flavonola
(FLAV), provodljivosti stoma (Gs), sadrzaj apscisinske kiseline u listu
(ABA L.), vodni potencijal lista (yH20), sadrzaja apscisinske kiseline u
korenu (ABA K.), sadrzaj vode u zemljistu (SWC).

Veli¢inom crvenih strelica predstavljen je stepen stimulacije, dok je
veli¢inom plavih strelica predstavljen stepen inhibicije ispitivanih
parametara u odnosu na kontrolu koja je obeleZena zelenim znakom
jednakosti.
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5.2. Dugoroéni efekti
5.2.1. Su$a i Trihoderma

5.2.1.1. Fotosintetski parametri i parametri rasta

U cilju definisanja molekularno-fizioloskih pokazatelja pozitivnog odgovora biljaka na primenu
gljiva iz roda Trichoderma, prouc¢avani su efekti gljiva koji nastaju u duzim vremenskim intervalima
kod biljaka paradajza u uslovima suse. Kako bi se povecala otpornost biljaka na susu, biljke paradajza
gruzanski zlatni tretirane su sa T. harzianum i T. brevicompactum. Bilje paradajza gajene su sedam
nedelja na platformi za fenotipizaciju u kontrolisanim uslovima. Posmatrani su i prouc¢avani nastali
dugoroc¢ni efekti gljiva na biohemijskom, morfo-fizioloskom i molekularnom nivou kod biljaka
paradajza. Mnogi radovi govore o sposobnosti ovih gljiva da uticu na proces fotosinteze i povecaju
efikasnost koriS¢enja vode, narocito kada su biljke izloZene biotickim ili abioti€¢kim vrstama stresa
(Oljira i sar., 2020; Harman i sar., 2019; Fu i sar., 2018; Vitti i sar., 2016). U vecini radova je
primeceno da efekti gljiva roda Trichoderma koji nastaju prilikom interakcije sa biljkama pre svega
zavise od njihovih genotipa.

Razvoj nedestruktivnih metoda i njihova primena u oblasti istrazivanja fiziologije biljaka su doprinela
razvoju tzv. platformi za fenotipizaciju gde se na ne-invazivan nacin daljinski mere i beleze
morfoloski i fizioloSki parametri, automatski i to sa visokom vremenskom rezolucijom i preciznoscu.
Ovakva merenja se zasnivaju na razli¢itim tehnikama snimanja kao §to su: digitalno RGB snimanje,
lasersko 3D skeniranje, toplotno infracrveno (IR), multi- i hiperpektralno snimanje, snimanje
fluorescencije itd.

U ovoj tezi su primenjene nedestruktivne metode merenja indeksa hlorofila, epidermalnih flavonola,
antocijana i indeks balansa azota. Vecina literaturnih podataka pokazuje da vodni deficit uti¢e na
smanjenje sadrzaja hlorofila u listu (Li i sar., 2019; Yuan i sar., 2016; Guller i sar., 2016). Takode,
tokom stresa susSe kod biljaka dolazi i do nakupljanja sekundarnih metabolita flavonola (Shojaie i sar.,
2016), koji imaju zastitnu ulogu u raznim vrstama abiotickog i biotickog stresa (Tohge i sar., 2016).
S obzirom da je velina istraZivanja o uticaju vodnog deficita na biljke usmerena ka primarnom
metabolizmu, u literaturi ima srazmerno malo podataka o ulozi flavonola na stres izazvan susom
(Fabregas i sar., 2019). Flavonoli i antocijani pripadaju grupi flavonoidnih pigmenata. Poznato je da
susa indukuje biosintezu antocijana mnogih biljaka ali molekularni mehanizmi 1 dalje u potpunosti
nisu razjasnjeni (An i sar., 2020; Hinojosa-GOmez i sar., 2020). Rezultati iz ove disertacije su dobijeni
na osnovu merenja koja su sprovedena 72 h od momenta postavljanja biljaka na platformu za
fenotipizaciju. Iako je prestalo zalivanje biljaka u tremanu suse relativni sadrzaj vode u zemljistu je
jos bio na nivou kontrole, tako da u prvim merenjima, biljke jos nisu mogle da registruju susu.
Medutim prestanak zalivanja biljaka kao i efekati dodavanja T. harzianum i T. brevicompactum nisu
znacajno uticali na indeks hlorofila. Vrednosti flavonola prvog dana merenja bile su negativne, $to se
objasnjava gajenjem biljaka bez prisustva UV zraCenja pre prebacivanja na platformu, kao i na samoj
platformi. Jedna od uloga flavonoida je i da Stite biljke od UV zracenja. Kao posledica ovakvog nacina
gajenja u nasem ogledu, nekada su vrednosti FRF_UV vece od FRF R, §to se u prirodi ne dogada
(Guidi i sar., 2016). Oporavak flavonola zapoceo je nakon $to su biljke provele 5 dana na platformi,
tj. zapoCeo je onog dana kada je izvrSena aplikacija gljive Trichoderma. Oporavak flavonola od 24 h
do 72 h bio je najsporiji u susi, kod biljaka koje su bile tretirane sa T. brevicompactum. Vrednosti za
indeks balansa azota u ispitivanom periodu do 72 h od momenta aplikacije gljiva su se smanjivale,
zbog povecanog indeksa flavonola. Sadrzaj antocijana se nije znac¢ajno menjao izmedu tretmana u
navedenom vremenskom intervalu. Medutim rezultati hiperspektralne analize, koje su pratile 1
dugoroc¢ne efekte suse, pokazuju da od momenta kada je SWC opao na 15 % , sadrzaj antocijana kod
biljaka izlozenih susi raste u poredenju sa biljkama koje su optimalno zalivane, §to je potvrdeno i na
osnovu ekspresije SIJAF13 gena. T. harzianum je kod biljaka izloZzenih vodnom pocevsi od momenta
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kada je SWC opao na 15 % pa sve do pocetka formiranja plodova pozitivno uticala na sadrzaj indeksa
antocijana. Literaturni podaci su u saglasnosti sa dobijenim rezultatima i govore da gljive roda
Trichoderma mogu da uticu na povecaje koncentracije antocijana kod biljaka koje su izlozene
razli¢itim vrstama stresa (Iula i sar., 2021). Gljive roda Trichoderma mogu da uti¢u i na povecanje
antocijana u listu paradajza Cak i kada se biljke gaje u optimalnim uslovima u stakleniku (23/20 °C;
65-70% vlaznosti vazduha) (Elkelish i sar., 2020). Poveéan sadrzaj antocijana moze da predstavlja
adaptivnu prednost za biljke. Antocijani mogu da povecaju otpornost biljnih tkiva na mehanicka
oStecenja, Stite biljke od patogenih mikroorganizama i UV zraCenja, a privlacenjem insekata
doprinose opraSivanju i raznoSenju semena (Liu i sar., 2018). U nasem ogledu antocijani su mogli da
ucestvuju u inaktivaciji reaktivnh kiseoni¢nih formi i da na taj nacin obezbede adaptivnu prednost
biljkama koje su bile izlozene susi.

Smanjenje intenziteta razmene gasova, jedan je od osnovnih uticaja susSe na biljke. Prilagodavanje
biljka, u cilju spre¢avanja prekomernog odavanja vode, najéescée se ogleda u vidu zatvaranja stoma,
Sto je regulisano od strane ABA transdukcionog signalnog mehanizma (Hasanagi¢ i sar., 2020).
Negativna strana ovog procesa je narusavanje odnosa COz2/ Oz, §to se direktno odrazava na proces
fotosinteze (Lehmann i Or 2015). Zbog sposobnosti regulacije nivoa gasova (CO2i Oz2) i sprecavanja
odavanja vode, stome se smatraju najbitnijim ¢iniocem, koji uti¢e na rast biljaka i na njihovu
toleranciju na susu. Promena broja i gustine stoma kao i smanjenje njihove veli¢ine su efikasani nacini
za spreCavanje preteranog odavanja vode kod biljaka (Zahao i sar., 2015). Istrazivanje Hasanagic i
sar. (2020) na biljkama paradajza, podvrgnutih dejstvu suse, pokazala su da je prvi rani odgovor
biljaka na suSu zatvaranje stoma, a da se nakon petnaest dana dimenzije stoma paradajza smanjuju za
20 %. Provodljivost stoma se reguliSe otvaranjem i zatvaranjem stoma, pri ¢emu je smanjenje
provodljivosti stoma uglavnom pra¢eno i smanjenjem transpiracije, te se na ovaj naéin postize
odrzavanje vodnog rezima biljaka. Prihvac¢eno je misljenje, da je smanjenje provodljivosti stoma, pod
uticajem stresa susSe, izazvano hemijskom signalizacijom, koja se kre¢e od korena do izdanka (Wei 1
sar., 2020). Promene fotosinteze i provodljivost stoma, usled dejstva suse, mogu biti uzro¢no —
posledi¢nog karaktera, ali to ne znaci da je intenzitet fotosinteze limitiran samo provodljivos¢u stoma.
Nestomatalno ogranicavanje fotosinteze izazvano je biohemijskim promenama u listovima biljaka,
koje se desavaju usled fotofosforilacije, aktivnosti Rubisco, regeneracije RuBP, kao i sinteze ATP
(Pan i sar., 2020). Nestomatalno smanjenje efikasnosti fotosinteze u susi uzrokovano je smanjenjem
nivoa enzima koji su ukljuceni u Kalvinov ciklus (Pinheiro and Chaves 2011). Naime, nedostatak
COz2 narusava ravnotezu izmedu izmedu apsorbovane i potrosene svetlosne energije Sto se obicno
ispoljava u vidu prekomerne proizvodnje reaktivnih jedinjenja kiseonika (ROS), koja dovode do
oSte¢enja biomolekula (Sharma 1 sar., 2012). Smanjena koncentracije COz2 i naruSena regeneracija
NADP* dovode do pojadanog ,,curenja” elektrona kiseonika dejstvom Mehlerove reakcija, ¢iji su
proizvod superoksid anjonski radikali i vodonik peroksid (Noctor i sar., 2002).

Ocekivano, rezultati iz ove disertaciji pokazuju da su intenzitet fotosinteze, provodljivost stoma i
intenzitet transpiracije smanjeni pod uticajem vodnog deficita. Inbicija intenziteta fotosinteze uticala
je na povecanje temperature biljaka paradajza podvrgnutih stresu suSe. ZabeleZeno je 1 progresivno
povecanje intracelularne koncentracije CO2, tokom trajanja ogleda, kod biljaka izloZzenih vodnom
deficitu, nasuprot optimalno zalivanim biljkama kod kojih je doslo do blagog smanjenja ispitivanog
parametra. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa radovima Cija istraZivanja su sprovedena na biljkama
paradajza u uslovima suSe. Dokazano je da tokom postepenog napredovanja suSe u listovima
paradajza intenzitet fotosinteze i transpiracije opadaju i to skoro sinhrono istom brzinom (Liang i sar.,
2020; Hasanagi¢ 1 sar., 2020; Zhang 1 sar., 2019). Smanjenje fotosintetickih parametara u uslovima
vodnog deficita zabelezeno je kod razli¢itih genotipova paradajza u brojnim radovima (Liang i sar.,
2020; Hasanagi¢ i sar., 2020; Sivakumar i sar., 2014).

U rezultatima iz ove disertacije, primeceno je da T. harzianum u tretmanu suse blago stimuliSe
intenzitet fotosinteze i brzinu linearnog elektronskog transporta kroz PS Il, dok kod optimalno
zalivanih biljaka stimulise provodljivost stoma i intracelularnu koncentraciju CO2. Kod optimalno
zalivanih biljaka prisustvo T.brevicompactum je blago stimulisala provodljivost stoma i intenzitet
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transpiracije ali ne i intenzitet fotosinteze. Stimulacija intenziteta fotosinteze od strane T. harzianum
u tretmanu suse dovela je do statisticki zna¢ajnog smanjenja temperature biljaka. Navedene promene
ukazuju da T. harzianum ublazava efekte suse. Povecanje efikasnosti intenziteta fotosinteze od strane
gljiva roda Trichoderma zabeleZena je u brojnim istrazivanjima. Alexandru i sar. (2013) su sproveli
istrazivanje o uticaju Sest vrsta gljiva iz roda Trichoderma na intenzitet fotosinteze u listovima
paradajza. Rezultati spomenutih nau¢nika su pokazali da T. harzianum, T. koningii, T.
longibrachiatum, T. tomentosum, T. viride povecavaju efikasnost fotosinteze. Intenzitet fotosinteze
najviSe je bio stimulisan od strane T. harzianum i bio je povecan ¢ak osam i po puta. Jedino, prisustvo
T. virens nije dovela do znacajnog povecanja ispitivanog parametra. Gljive iz roda Trichoderma mogu
pozitivno da utiCu na efikasnost intenziteta fotosinteze u uslovima stresa poput suse (Harman 1 sar.,
2019; Shukla i sar., 2015), patogena (Alexandru i sar., 2013) ili pove¢ane koncentracije soli u
zemljistu (Oljira i sar., 2020; Fu i sar. 2018). Trend stimulacije efikasnosti fotosinteze i provodljivost
stoma od strane T. harzianum u uslovima vodnog deficita zabeleZena je i u istrazivanju Shukla i sar.
(2015) sprovedenom na pSenici. Fiorini i sar. (2016) isticu da T. harzianum T6776 uti¢e na stomatalne
I nestomatalne faktore koji doprinose stimulaciji efikasnosti fotosinteze. Vargasa i sar. (2009) su
stimulaciju efikasnosti fotosinteze od strane T. virens na biljke kukuruza pripisali poveéanoj
aktivnosti Rubisco enzima. Do sli¢nog zakljucka dosli su Shoresh i Harman (2008) koji su primetili
povecanu ekspresiju gena Rubisco i PSII O2ECP2 proteina (oslobadaju¢i kompleks protein 2) kod
kukuruza tretiranog sa T. harzianum T-22. Mustori i sar. su 2012 pokazali da je T. harzianum T-22
povecala ekspresiju gena glutation-askorbatnog ciklusa 1 da je povecala nivo enzima zaduzenih za
uklanjanje ROS iz hloroplasta. Na ovaj nac¢in moze da se objasni povecanje efikasnosti fotosinteze
biljaka do koje dovode gljive roda Trichoderma. Harman i sar. (2019) takode, potvrduju da gljive
roda Trichoderma povecavaju efikasnost fotosinteze uticu¢i na regulatorne mehanizme koji su
odgovorni za ekspresiju gena.

Nefotohemijsko gasenje fluorescencije hlorofila (NPQ) odrazava nivo odavanja energije u obliku
toplote sa antena PS2. Aktiviranje NPQ je zastitni mehanizam kojim se odaje viSak svetlosne energije
u vidu toplote (Huang i sar., 2012). Istrazivanja Grieco i sar. (2020) na pSenici, Karlusich i sar. (2020)
na krompiru, Fernandez-Calleja i sar. (2020) na je¢mu, pokazuju da NPQ raste u susi. Istrazivanja
Zhou 1 sar. (2019) su takode pokazala da u listovima paradajza dolazi do blagog porasta vrednosti
NPQ. Nefotohemijsko gasenje fluorescencije hlorofila se u rezultatima iz ove disertacije progresivno
povecavalo kod biljaka koje su bile izlozene suSi. Paralelno sa povec¢anjem NPQ doslo je do
smanjenja brzine linearnog elektronskog transporta kroz PS II (ETR). Poveéanje NPQ izazvano
stresom ukazuje na njegovu vaznu ulogu u ublazavanju Stetnih efekata po biljku i njenu adaptaciju na
uslove stresa (Kuhlgert i sar., 2016). NPQ je neophodan za postizanje homeostaze u toku raspodele
energije koja se troSi za rasa biljaka 1 na odgovor na stres regulisanjem fotoinhibicije 1 fotozaStite
(Yang i sar., 2020). Smanje vrednosti ETR bilo je vece kod optimalno zalivanih biljaka, kako je
eksperiment odmicao, nego kod biljaka podvrgnutih vodnom deficitu. Smanjenje ETR kod biljaka,
pod dejstvom suse, uglavnom je izazvano nedostatkom CO:2 unutar listova, tj. zatvaranjem stoma
(Brestic i Zivcak 2013). Reultati iz ove disertacije su u saglasnosti sa podacima u radu Shamim i sar.
(2013), koji su sproveli istrazivanje na petnaest vrsta paradajza koji su se nalazili pod dejstom suse.
Zakljucak, do kojeg su dosli, da genotipovi paradajza koji su otporniji na vodni stres imaju vecu
razliku izmedu NPQ i ETR. Do ove razlike dolazi usled smanjenja vrednosti ETR uz paralelno
povecavanje vrednosti NPQ. Na ovaj nacin biljke se Stite i od fotoinhibicije i fotodegradacije.

Merenjem fluorescencije hlorofila dobijaju se podaci koji govore o efikasnosti PS 11 i oni ukazuju na
eventualne poremecaje u transportu elektrona (Badr i Brueggemann, 2020). Informacije o PS 11
predstavljaju pouzdan pokazatelj otpornosti biljaka na razne vrste stresa, to je ujedno i jedna od
najvaznijih parametara u fizioloskim istrazivanjima, koji govori o efikasnosti fotosinteze je
maksimalan kvantni prinos fotohemije fotosistema II (Fv/Fm) (Brestic i Zivcak 2013). Medutim ovaj
parametar nije osetljiv na stomaterne efekte, kao ni na bilo koje druge efekte koji se javljaju u
umerenom stresu suse. Vrednosti Fv/Fm su izuzetno stabilne 1 po€inju da opadaju tek na nivou stresa
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koji dovodi do uvenuca biljka. Medutim merenje vrednosti Fv/Fm tokom suse svakako ima smisla
jer moze da ukaze na udruzeno delovanje vise stresogenih faktora (toplota, fotoinhibicija, povecana
koncentracija soli u zemljistu...) ili na pojavu rane faze starenja listova (Brestic i Zivcak 2013). Odnos
Fv/Fm zdravih biljka iznose priblizno 0.83, medutim on u manjoj meri moze da varira izmedu biljnih
vrsta (Badr i Brueggemann, 2020). Odnosi Fv/Fm u svim tretmanima, tokom celog trajanja ogleda,
nisu se menjali 1 iznosili su ta¢no 0.83 Sto je u skladu sa prethodnu citiranim radovima. Susa je
znacajno redukovala druge parametre fluorescencije hlorofila kao §to su fluorescencija hlorofila u
ravnoteznom stanju (Rfd_lss), stvarna fotohemijska efikasnost (Qy_Iss) i koeficijent fotohemijskog
gasenja (qP_lss). Parametari fluorescencije hlorofila pokazuju da je efikasnost PS Il ostala
nepromenjena $to govori o tome da opadanje SWC na 15 % kod biljka nije dovelo do pojave
ekstremnog stresa suse. Dugoro¢no posmatrano, T. harzianum i T. brevicompactum nisu ispoljile
efekte na ispitivane parametre fluorescencije hlorofila, ali je zabelezeno da obe ispitivane gljive uticu
na smanjenje parametara Rfd_Iss, Qy_Iss i gP_Iss kod optimalno zalivanih biljaka ali samo do petog
dana od momenta njihove inokulacije. Razli¢ita istrazivanja govore da efikasnost PS II nece biti
narusena sve do pojave ekstremne suse (Tezara i sar., 1999; Flagella i sar., 1998).

Parametri efikasnosti koris¢enja vode (WUE i WUE:I) su vazan pokazatelj otpornosti biljaka na vodni
deficit. Biljke sa visokom efikasno$¢u iskori§¢avanja vode, uopsteno, otpornije su na uslove suse.
Efikasnost kori$¢enja vode sa agronomskog aspekta se definise kao koli¢ina proizvedene biomase po
jedinici zapremine potroSene vode (Cantero-Navarro 1 sar., 2016). Sa fizioloske strane gledista
razlikujemo trenutnu efikasnost koriS¢enja vode (WUE) i unutraSnju efikasnost koris¢enja vode
(WUEIi). WUE se defini$e kao odnos neto fotosinteze i brzine transpiracije, dok WUEI predstavlja
odnos neto fotosinteze i provodljivost stoma. Smatra se da je glavni regulator koji utice na WUE u
uslovima stresa, etilen i njegov prekursor 1-aminociklopropan-1-karboksilna kiselina (ACC) koji
uzrokuje starenje, epinastiju, apcisiju i rast listova (Cantero-Navarro i sar., 2016). Efekat ACC je
verovatno delimi¢no posredovan i interakcijom sa ABA, koja odrzava rast liS¢a suzbijanjem
biosinteze etilena (Sharp i LeNoble 2002). U rezultatima iz ove disertacije parametri WUE i WUEiI
imale su sli¢an trend u svim tretmanima. U listovima paradajza u tretmanu suse 0d momenta opadanja
SWC na 15 %, sve do perioda formiranja prvih plodova vrednosti WUE su bile vece oko dva puta u
poredenju sa kontrolom, dok su vrednosti WUE:I bile ve¢e do Cetiri puta u poredenju sa kontrolom.
Rezultati su ocekivani, s obzirom da se u uslovima suSe povecava efikasnost koriS¢enja vode, sto je
uzrokovano smanjenom provodljivost stoma (Franks i sar., 2015). Sli¢ne rezultate dobili su i Zs6gon
i sar. (2017) koji su pratili uvenuce paradajza izazvano susom. Kroz radove Zheng i sar. (2013) i
Patané i sar. (2011) koji su istrazivanja sproveli na paradajzu kao i Kang i sar. (2002) koji su
istrazivanje sproveli na ozimoj pSenici, dokazano je da uticaj suSe optimizuje i povecava efikasnost
koris¢enja vode. Medutim, statistiCki znacajne razlike izmedu dva rezima zalivanja izgubile su se
tokom perioda formiranja prvih plodova. Ispoljeni efekat se moze objasniti time Sto fizioloske osnove
otpornosti biljaka na susu 1 povecanje vrednosti WUE ne moraju u svim fenofazama da prate ovaj
obrazac i neretko je potrebno pristupiti ispitivanju ovog parametra kao zasebnog problema (Zs6gon i
sar., 2017). Rezultati iz ove disertacije pokazuju da T. harzianum blago stimuli$e unutra$nju i trenutnu
efikasnost koriS¢enja vode kod biljaka podrvgnutih susi. Medutim tokom perioda formiranja prvih
plodova T. brevicompactum je u tretmanu suse, znac¢ajno smanjila unutra$nju efikasnost koris¢enja
vode za 20 %. Razumevanje fizioloskih mehanizama, koji dovode do poboljsanja trenutne i
unutra$nje efikasnosti koris¢enja vode paradajza, imalo bi velike pozitivne ekoloske i ekonomske
efekte (Zsogon i sar., 2017; Cantero-Navarro i sar., 2016). Primera radi, povecanje od svega 10 %
WUE kod paradajza, koji se gaji u plastenicima i staklenicima Sirom Mediterana, dobila bi se usteda
od 1.1 hm?vode (ekvivalentno godidnjoj potrosnji vode 20000 ljudi) (Isendahl i Schmidt 2006). Ostali
ispitivani parametri razmene gasova u tretmanima sa T. harzianum i T. brevicompactum nisu se
znafajno menjali. Vitti 1 sar. (2016) su zabeleZili slicne trendove. U njihovom istraZivanju T.
harzianum T22 nije ostvarila znacajne efekte na intracelularnu koncentraciju CO2 i stomatalnu
provodljivost biljaka paradajza, koje su bile stare dva meseca i dobro opskrbljene vodom.
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Tokom stresa suse, kod biljaka, dolazi do smanjene aktivnosti adenozintrifosfataze (ATP-aze), Sto se
direktno odrazava na smanjene transporta protona (fluksa H*) kroz tilakoidnu membranu, $to direktno
uti¢e na povecanje NPQ (Yang i sar., 2020). Povecana provodljivost protona preko ATP sintetaze
(gH™) predstavlja i jednu vrstu adaptacije biljaka na visoke temperature (Kohzuma i sar., 2009).
Smanjenje gH" u susi primetili su i Zivcak i sar. (2014), prilikom istrazivanja sprovedenih na p$enici.
Do istog zapazanja dosli su i Dahal 1 Vanlerberghe (2018) prilikom istrazivanja koja su sprovedena
na biljkama duvana. Vrednosti provodljivosti ATP sintetaze za protone, u ogledu iz ove disertacije u
periodu kada je SWC opao na 15 % su nize u tretmanu suse §to je u saglasnosti sa prethodno citiranim
radovima. Medutim u periodu formiranja plodova viSe vrednosti gH" su zabeleZene u tretmanu suse.
T. harzianum je statisti¢ki znacajno uticala na povecanje gH" kod biljaka izloZenih susi u periodu
kada je SWC opao na 15 %, medutim u periodu formiranja plodova T. harzianum je smanjila gH". Sa
druge strane T. brevicompactum pokazuje trend stimulacije ispitivanog parametara kod oba rezima
zalivanja u svim vremenskim tackama.

Zatvaranje stoma uzrokovano suSom dovodi do smanjenja linearnog elektronskog transporta (LEF)
koji reguliSe fluks protona oko PS1 (Kohzuma 1 sar., 2009). Nakon sedmodnevne izloZenosti dejstvu
suse biljke Citrullus lanatus imaju smanjenu vrednost LEF za 50 % (Kohzuma i sar., 2009). U
rezultatima iz ove disertacije vrednosti LEF su bile nize u tretmanu suse, dok je najveca razlika od
oko 65 % zabelezena izmedu dva rezima zalivanja nakon pada SWC na 15 %. Efekti gljiva iz roda
Trichoderma nisu statisticki znacajno uticali na LEF. Signal elektrohromnog pomeraja (ECSt)
odrazava promene u elektri¢cnom polju pobudene tilakoidne membrane, §to se reflektuje u vidu
nagomilavanja tilakoidne proton - motorne sile (PMF) dejstvom fotohemijskih reakcija i ATP-aze
(Kuhlgert i sar., 2016). ECSt kontrolise fluks protona kroz lumen tilakoida, ukazujuéi na promene u
apsorbanci unakrsnih membranskih karotenoidnih pigmenata (Pleban i sar., 2020). Parametar ECS se
koristi za ispitivanje regulacije tilakoidne PMF, koji veliki broj autora smatra glavnim regulatornim
intermedijerom, koji ko-regulise svetlu i tamnu fazu fotosinteze (Kohzuma i sar., 2013). Parametar
ECSt je veoma osetljiv na uslove iz spoljasnje sredine, pogotovo na one koji uticu na unutrasnji nivo
CO:2 kao sto je abiotski stres suse, te stoga moze biti veoma koristan pokazatelj zdravstvenog stanja
biljaka i njihovog fotosintetickog regulatornog kapaciteta (Kuhlgert i sar., 2016). Rezultati iz ove
disertacije pokazuju da do statisticki znacajnog smanjenja ECSt dolazi u tretmanu suse kada su biljke
u fazi formiranja plodova. Rezultati pokazuju da T. harzianum statisticki znacajno u oba rezima
zalivanja smanjuje ECSt u momentu kada SWC iznosi 15 %. Medutim kada su biljke paradajza u fazi
formiranja plodova T. harzianum i T. brevicompactum ne dovode do statisticki znacajnih razlika
izmedu tretmana. Ukoliko su biljke izloZene nekoj vrsti stresa, naro€ito susi, o¢ekivano je smanjenje
ECSt i LEF do kojeg dolazi usled smanjenja intracelularne koncentracije CO2, koja uzrokuje
smanjenje kapaciteta ATP sintaze (Ben-Jabeur i sar., 2021; Kuhlgert i sar., 2016). Prikazani rezultati
u ovoj tezi pokazuju da je doslo do opadanja vrednosti parametara ECSt i LEF u susi, $to je u
saglasnosti sa prethodno navedenim radovima. Smanjenjem vrednosti ECSt i LEF redukuje se
sposobnost biljaka da iskoriste energiju NADP i ATP koja je proizvod LEF. Ovaj vid regulacije na
uslove stresa je najverovatnije posledica prilagodavanja efikasnosti PS2 kako bi se sinteza NADPH i
ATP podudarala sa smanjenom asimilacijom COz2, kao i metabolickom potrosnjom ATP i NADPH u
Kalvinovom ciklusu i drugim anabolickim procesima unutar hloroplasta (Ben-Jabeur i sar., 2021).

Sadrzaj hlorofila u listovima odreduje kapacitet fotosinteze odnosno rast biljaka, tako je u uslovima
dobre opskrbljenosti vodom sadrzaj hlorofila uglavnom veci. Postoje studije koje potvrduju ovu
hipotezu i u kojima je utvrdeno da stres izazvan susom, kod biljaka paradajza, dovodi do opadanja
sadrzaja hlorofila a, hlorofila b i karotenoida. Kod optimalno zalivanih biljaka paradajza dolazi do
progresivnog povecanja sadrzaja hlorofila od faze klijanaca pa sve do faze potpune zrelosti plodova,
u poredenju sa biljkama koje su bile izloZzene vodnom deficitu (Yuan i sar., 2016). Opadanje sadrzaja
fotosinteti¢kih pigmenata Sanchez-Rodriguez i sar. (2012) su objasnili kao mehanizam kojim biljke
reagovanju na susu, kako bi se umanjila apsorpcija svetlosti od strane hloroplasta. Medutim postoje i
istrazivanja koja pokazuju da da pri naglom nastanu vodnog deficita ne dolazi do promene u sadrzaju
fotosinteti¢kih pigmenata (Zgallai i sar., 2006). Takode, postoje literaturni podatci koji govore da
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suSa moze 1 da povecava sadrzaj fotositetickih pigmenata paradajza kada se oni izrazavaju po jedinici
lisne povrSine (Tamburino i sar., 2017). Medutim, ovakvi efekti se mogu pripisati i tome §to susa
inhibira rast povrSine $to utice na povecanje debljine lista. Ovo govori o tome da je koncentracija
pigmenata po jedinici lisne povrsine veca ali t0 ne mora znaciti da je i sadrzaj pigmenata u celom
listu veéi. U rezultatima iz ove disertacije vodni deficit je kod mladih gornjih listova paradajza doveo
do povecanja sadrzaja hlorofila a, hlorofila b kao i karotenoida. Navedeni rezultati dobijeni
biohemijskom metodom i izrazeni Su preko jedinice lisne povrSine. Medutim kada se
hiperspektralnom kamerom snimaju svi listovi na biljkama primecuje se inhibicija ukupnog sadrzaja
hlorofila i karotenoida. Dobijeni rezultat je posledica toga Sto se je susa ubrzala starenje listova
pozicioniranih u sredi$njem delu, a naro¢ito donjih listova paradajza. Do sli¢nog zakljucka dosli su i
Zhou i sar. 2017. godine prilikom proucavanja uticaja suse na tri sorte paradajza.

Morfoloski parametri poput povrsine listova, sveze i suve mase listova, stabla i korena nakon I i II
zetve, o¢ekivano bili su znacajno redukovani u uslovima suse. Najvisi stepen inhibicije primecen je
kako je suSa odmicala tj. kada su biljke bile u fazi formiranja plodova. Sveza masa stabla i korena
inhibirana je za oko 90 % , a masa listova za oko 85 %. Redukcija suve mase listova, stabla i korena
u tretmanu suse iznosila je oko 85 %. Inhibicija koja se javlja usled stresa izazvanog zbog vodnog
deficita je rezultat brojnih odgovora na razli¢itim nivoima: molekularnom, biohemijskom i
fizioloSkom (Koch i sar., 2019). Prethodno je navedeno da u uslovima suse opada turgorov i vodni
potencijal biljaka $to dovodi do zatvaranja stoma i odrazava se na procese fotosinteze, usled cega
dolazi do inhibicije rasta i razvoja biljaka. Takode, u susi dolazi do povecanja aktivnosti enzima i
hormona na nivou korenovog sistema, a transport ovih hemijskih signala odvija preko ksilema do
nadzemnih delova biljke gde oni uticu na rast i razvoj biljaka. U rezultatima iz ove disertacije
primeceno je i blago stimulativno dejstvo T. harzianum od oko 5 % na veéinu isptivanih parametara,
dok je T. brevicompactum ispoljila trend blage stimulacije na povrsinu listova biljka kod oba rezima
zalivanja. Tucci i sar. (2012) su isptivali uticaj T. atroviride P1 T. harzianum T22 na pet vrsta genotipa
paradajza 1 uocili su pozitivne efekte u pogledu povecanja sveze i suve mase korena kod vecine
ispitivanih biljaka. Drugi autori su pokazali direktni efekt gljiva roda Trichoderma na povecanju
dostupnost hranljivih materija te onda i pove¢ano usvajanja od strane biljaka, kao i indirektne efekte
preko reakcije zakiSeljavanja, helacije, hidrolize i redoks reakcije, koje dovode do povecanja biomase
paradajza (Li i sar., 2015; Singh i sar., 2014; Singh i sar., 2013).

Poznato je da stres izazvan vodnim deficitom uti¢e na brzinu formiranja plodova i prinos (Quinet i
sar., 2019), Sto je potvrdeno i u rezultatima iz ove disertacije. Plodovi su se brze formirali kod
optimalno zalivanih biljaka u odnosu na biljke izloZene susi. Na kraju eksperimenta, tj. nakon 46 dana
uzgajanja biljaka na platformi za fenotipizaciju, 66 % biljaka je imalo formirane plodove u kontroli,
dok je u tretmanu suSe svega 22 % biljaka imalo formirane plodove. U susi je smanjeno formiranje i
razvi¢e plodova, Sto je direktna posledica promene odnosa izmedu organa koji snabdevaju biljku
asimilatima i organa korisnika tih asimilata, takozvani source / sink odnos (Muller i sar., 2011). Do
pojave ovog efekta dolazi zbog nedovoljne koli¢ine vode, koja je potrebna za odrzavanje turgorovog
potencijala i ograni¢enog dotoka asimilata u plodove. T. harzianum je stimulativno delovala na brzinu
formiranja plodova, kako u tretmanu suse, tako i kod optimalno zalivanih biljaka. Nakon 45 dana sve
optimalno zalivane biljke imale su formirane plodove u tretmanu sa T. harzianum, u tretmanu sa T.
brevicompactum 20 % biljaka je imalo formirane plodove, dok je kontrola imala 44 % biljaka sa
formiranim plodovima. U tretmanu suse T. harzianum kao i T. brevicompactum stimulisale su
formiranje plodova. Nakon 45 dana 33 % biljaka tretiranih sa T. harzianum i 20 % biljaka tretiranih
sa T. brevicompactum imalo je formirane plodove, dok je u tretmanu suse bez dodatka Trichoderme
svega 10 % biljaka bilo sa formiranim plodovima. Istrazivanja pokazuju da T. harzianum pozitivno
uti¢e na prinos paradajza (Bal i sar., 2006), kao i da povecava njegov prinos ¢ak i u uslovima povecane
koncentracije soli u zemljistu (Daliakopoulos i sar., 2019). Lombardi i sar. (2020) su u svojim
istrazivanjima dosli do zakljucka da T. harzianum (T22 i TH1) i T. virens pozitivno uti¢u na prinos i
povecéanje kvaliteta ploda jagoda. T. harzianum T1 ostvarila najbolje rezultate stimuliSu¢i prinos i
broj formiranih plodova za 38 %. Lee i sar. (2016) su ispitivali uticaj lako isparljivih organskih
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jedinjenja (VOC) na biljke paradajza, koje proizvode gljive roda Trichoderma. Spomenuti autori su
pokazali da razlicite vrste gljiva Trichoderma proizvode veliku koli¢inu terpena, koje takode
proizvode i biljke i ustanovili su da gljive, koje su imale tendenciju da proizvode vecéu koli¢inu
terpena viSe podsti¢u cvetanje i formiranje plodova. Na osnovu ovoga, izveli su hipotezu da VOC
koja proizvodi Trichoderma ubrzavaju cvetanje i formiranje plodova. Istrazivanja o uticaju biljnih
hormona na procese formiranja i sazrevanja plodova paradajza ukljucujuci i genske regulacije sinteze
hormona govore da su auksini, citokinini, giberelini, primarni regulatori koji uc¢estvuju u procesu
formiranja plodova, dok etilen i brasinosteroidi takode imaju vaznu ulogu u ovom procesu (Kumar i
sar., 2013). S obzirom da gljive roda Trichoderma mogu da proizvode navedene biljne hormone ili
da uti¢u na njihovu sintezu u biljnom tkivu moze da se izvede hipoteza da gljive roda Trichoderma
mogu da utiCu na brzinu formiranja plodova proizvodnjom i / ili promenom sadrzaja hormona u
biljnom tkivu.

Dokazano je da T. harzianum indukuje produkciju etilena kod biljaka paradajza (Leonetti i sar.,
2017), zatim da T. asperellum menja ekspresiju marker gena zaduzenih za put auksina (Zhang i sar.,
2018), dok su Jaroszuk-Sciset i sar. (2019) pokazali da auksine i gibereline moZe da sintetise i
Trichoderma DEMTKZ3AO0. Prvi trag da Trichoderma uti¢e na odnos source / sink zabelezili su

.....

Trichoderma stimuli$u prinos i brzinu formiranja plodova uti¢uci na odnos source / Sink.

5.2.1.2. Signalizacija, genska aktivnost i sekundarni metabolizam

Prilikom interakcije biljaka i mikroorganizama dolazi do promena u nivou signalnih molekula
salicilne ksieline (SA), jasmonske kiseline (JA) i apscisinske kiseline (ABA) §to je povezano sa
razvojem i odbrambenim sistemom biljaka (Ilyas i sar., 2021). Jedna od klju¢nih reakcija u biosintezi
ABA regulisana je od strane NCED gena. Ovaj gen kodira regulatorni enzim 9-cis-epoksikarotenoid
dioksigenazu koji ograni¢ava brzinu biosinteze ABA (Petrovi€ i sar., 2021). Povecana ekspresija
NCED1 gena javlja se kao odgovor biljaka na uslove vodnog stresa. Petrovi€ i sar. su 2021. godine
primetili da susa kod sva Cetiri ispitivana genotipa paradajza u listu indukuje porast nivoa ekspresije
NCED1 gena. Povecanu ekspresiju NCED1 gena u korenu paradajza kod biljaka koje su bile izloZene
stresu suse kao i kod biljaka koje su bile podvrgnute vodnom deficitu u prisustvu T. brevicompactum
detektovali su Raci¢ i sar. (2018). U rezultatima iz ove disertacije postoji trend povecane ekspresija
NCEDL1 gena u svim tretmanima. Sadrzaj sinapinske kiseline koja je ukljucena u regulaciju ABA
o¢ekivano je u korelaciji sa sadrzajem ABA u listu paradajza. Sadrzaj ABA statisti¢ki znacajno
povisen u listu kod optimalno zalivanih biljaka u prisustvu T. harzianum, zatim kod biljaka izloZenih
susi, kao 1 kod biljaka podvrgntih vodnom deficitu u prisustvu T. brevicompactum.

Signalni putevi JA i SA kod biljaka se aktiviraju u susi, kao i tokom uspostavljanja ednofitne
asocijacije sa mikroorganizmima (Ilyas i sar., 2021; Sood i sar., 2020). Povecanje koncentracije SA
i JA povezuje se i sa poveCanom otpornoscu biljaka na bolesti i indukcijom sistemske steCene
otpornosti, pri cemu SA uti¢e na povecane ekspresije PR gena.

Istrazivanja pokazuju da T. atroviride P1 i T. harzianum T22 u listu paradajza indukuju povec¢anu
ekspresiju PINII gena, koji je ukljucen u signalni put JA kiseline, kao i PR1b1 gena, koji je ukljucen
u signalni put salicilne kiseline (Tucci i sar., 2011). Aktivacija ekspresije PINII gena takode moze
da bude izazvana prilikom mehanickih povreda biljaka i prilikom napada patogena. Istrazivanja
Risoli i sar. (2022) pokazuju da prilikom napada od strane patogena Botrytis cinerea biljke paradajza
u interakciji sa gljivama roda Trichoderma imaju povecanu ekspresija PINII gena, dok je ekspresija
PR1b1 gena nepromenjena. Kod optimalno zalivanih biljaka i kod biljaka izloZenih susi u korenu
paradajza povecano je eksprimiran PINII gen u tretmanu sa T. brevicompactum (Raci¢ i sar., 2018).
Isti autori su zabelezili da T. brevicompactum povecava nivo ekspresije PR1b1 gena u listu paradajza.
Rezultati iz ove disertacije pokazuju da je suSa uticala na povecanje ekspresije PINII gena u listu
paradajza, dok je jo§ izrazenija stimulacija ispitivanog gena registrovana kod svih biljaka tretiranih
sa T. brevicompactum. Povecana ekspresija PINII gena ukazuje na poviSenu sintezu JA. Povecano
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eksprimiran PR1b1 gen detektovan je kod biljaka koje su bile izlozene vodnom deficitu u prisustvu
T. harzianum. Povecana ekspresija PR1b1 gena upucuje na povisenu ekspresiju SA. Autori Ilyas i
sar. (2021) objasnjavaju da JA reguliSe izmedu ostalog i progresivnu akumulaciju ABA kod biljaka
izlozenih stresu suse. U rezultatima iz ove disertacije marker gen ABA NCED1 povisen u svim
tretmanima dok je marker gen JA PINII je povisen u svim tretmanima osim kod optimalno zalivanih
biljaka u prisustvu T. harzianum (Slika 51). Povecani sadrzaj JA i ABA u listu paradajza ukazuje na
meduzavisnost datih signalnih puteva.

SIJAF13 gen kodira bHLH (engl. basic helix-loop-helix) transkripcioni faktor koji ima vaznu
funkciju u sekundarnom metabolizmu antocijana i odgovoru biljaka na stres (Waseem i sar., 2019).
Put sinteze antocijana predstavlja produzetak opSteg flavonoidnog puta. Povecana ekspresija
transkripcionog faktora bHLH kod paradajza stimuliSe njegovu otpornost na suSu preko niza
fizioloskih promena koje ukljucuju povecanje sadrzaja flavonoida i ABA (Waseem i sar., 2019).
Gljive roda Trichoderma kod biljaka mogu da aktiviraju transkripcioni faktora bHLH sto dovodi do
povecanja otpornosti na stres (Ji i sar., 2021). Pokazano je da isparljiva jedinjenja T. asperellum T-
34 T. harzianum T-78 uti¢u na povecanje ekspresije bHLH transkripcionog faktora u korenu biljaka
paradajza i arabidopsisa koji su rasli na podlogama sa limitiranim sadrzajem gvozda (Martinez-
Medina i sar., 2017). Na osnovu rezultata iz ove disertacije utvrdeno je da T. brevicompactum utice
na povecanje nivoa ekspresije SIJAF13 gena kod optimalno zalivanih biljaka i kod biljaka koje su
podvrgnute susi, $to je u skladu sa poviSenim sadrzajem antocijana (Slika 51). PoviSene ekspresije
SIJAF13 gena u tretmanima sa T. brevicompactum su u korelaciji sa povisenom ekspresijom marker
gena JA PINII, sto je u saglasnosti sa rezultatima Coppola i sar. (2019) koji su pokazali da kod biljaka
paradajza gljive roda Trichoderma mogu da uticu na povecanje ekspresije bHLH transkripcionog
faktora, koja je povezana sa signalizacijom JA.

Lignin i suberin su sloZeni polimeri i vazne su strukturne komponente ¢elijskog zida biljaka. Njihova
sinteza kod biljaka paradajza je regulisana od strane TPX1 gena (Quiroga i sar., 2000) i C3H gena
(Aseel i sar., 2019). Pored mehanickog oc¢vrS¢avanja, lignin ima ulogu da vaskularnom tkivu
omoguci efikasan transport nutrijenata i vode, dok suberin sluzi kao fizi¢ka barijera 1 spreava
gubitak vode iz tkiva. Zajedno lignin i suberin pruzaju zastitu biljkama od patogena sprecavajuci
penetracije lignocelulolitickih enzima kroz ¢elijski zid. Postoje studije koje pokazuju da lignifikacija
kod biljaka povecava otpornost na susu (Zhao i sar., 2021). Stres izazvan vodnim deficitom kod
biljaka ograni¢ava fiksaciju CO2 §to dovodi do formiranja ROS (H202), koji se u peroksizomima
uklanjaju posredstvom katalaza koje su kodirane od strane TPX1 gena (Zhao i sar., 202; Yan i sare.,
2021). Pokazano je da se gen TPX1 povecano eksprimira u korenu paradajza nakon tretmana sa T.
harzianum (Yan i sar., 2021). Ekspresija TPX1 gena u rezultatima iz ove disertacije je povisena kod
biljaka izloZenih susi, kao i kod optimalno zalivanih biljaka koje su tretirane sa T. harzianum, dok je
T. brevicompactum stimulisala ekspresiju TPX1 gena kod biljaka izlozenih susi. Put biosinteze 5 -O
— kafeoil - hinske kiseline (hlorogenske kiseline) je regulisana od strane C3H gena (Paupiere i sar.,
2020). Ekspresija C3H gena u listu paradajza se povecava prilikom aplikacije abuskularnih
mikoriznih gljiva, takode prilikom napada patogena, a najvisa ekspresiju je zabeleZena u
kombinovanom tretmanu (Aseel i sar., 2019). Hlorogenska kiselina je po hemijskoj strukturi estar
kafene i hinske kiseline (Naranjo Pinta i sar. 2018). Prekursor je ferulne kiseline koja predstavlja
znacajn gradivni element lignina. Hlorogenska Kiselina pored antioksidativne uloge ima i ulogu
zaStite biljaka od patogena, UV zrafenja i herbivora (Aseel i sar., 2019). PoviSene ekspresije C3H
gena u rezultatima iz ove disertacije su zabeleZene u istim tretmanima kao i kod TPX1 gena, Sto je u
saglasnosti sa visim sadrzajem ferulne Kiseline u navedenim tretmanima i ukazuje na povecanu
biosintezu lignina (Slika 51).

FLS gen kodira flavonol-sintazu, enzim koji katalizuje prevodenje dihidroflavonola u flavonole, koji
su podklasa flavonoida. Ovaj enzim je kljucan u sintezi flavonola i ujedno reguliSe njihov ukupan
sadrzaj u biljkama (Schilbert i sar., 2021). Ekspresija FLS gena uglavnom se javlja kao odgovor
biljaka na oksidativni stres, Stetno UV zraCenje 1 tokom procesa signalizacije sa mikroorganizmima.
Medutim, nema literaturnih podataka o uticaju gljiva roda Trichoderma na ekspresiju FLS gena

120



Doktorska disertacija Diskusija Igor Vukeli¢

prilikom interakcije sa biljkama. U rezultatima iz ove disertacije povecano eksprimiranje FLS gena
je detektovano kod optimalno zalivanih biljaka u tretmanu sa T. harzianum, gde je detektovan i
najvisi sadrzaj ABA u listovima paradajza (Slika 51). Mou i sar. (2015) objasnjavaju da ABA moze
da uti¢e na povecanje nivoa ekspresije gena koji su ukljuceni u biosintezu flavonoida.

D D T1 D T2

Slika 51. Sematski prikaz regulacije genske aktivnosti i sekundarnih metabolita paradajza pri
razli¢itim tretmanima: biljke izlozene susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. harzianum
(C_T1), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T2), biljke izloZene susi u
prisustvu T. harzianum (D_T1) i biljke izloZene susi u prisustvu T. brevicompactum (D_T2).
Mereni parametri: signalni put salicilne kiseline (SA), signalni put jasmonske kiseline (JA),
apscisinska kiselina (ABA), antocijani (ANTH), lignin i suberin (L&S), epidermalni flavonoli
(FLAV).

Veli¢inom crvenih strelica predstavljen je stepen stimulacije, dok je veli¢inom plavih strelica
predstavljen stepen inhibicije ispitivanih parametara u odnosu na kontrolu koja je obeleZena
zelenim znakom jednakosti.

Fenolna jedinjenja su sekundarni metaboliti biljaka, koji imaju znac¢ajnu multifunkcionalnu ulogu
prilikom odgovora biljaka na abioticki i bioticki stres. Biljke mogu da ih koriste kao antimikrobne
supstance ili kao signalne molekule prilikom simbioze sa mikroorganizmima. Hasanagi¢ i sar. (2020)
su zabelezili da se nakon 28 dana od prestanka zalivanja biljaka kao odgovor na stres u listu paradajza
povecava sadrzaj p-OH-benzoeve Kkiseline, ferulne kiseline i kafene Kiseline, dok je sadrzaj
kvercetina i rutina ostao neizmenjen. Navedeni rezultati su u saglasnosti sa dobijenim rezultatima iz
ove doktorske disertacije. Matolepsza i sar. su 2017. godine objavili su da T. virens povecava nivo
fenolnih jedinjenja u listu paradajza, sto pozitivno uti¢e na smanjenje stope infekcija za Rhizoctonia
solani. Spomenuti autori su zabelezili da T. virens uti¢e na povecanje sadrzaja kafene kiseline,
ferulne kiseline, siriginske kiseline, luteolina i kvercetina. U rezultatima iz ove disertacije zabelezeno
je da T. harzianum i/ili T. brevicompactum takode dovode do povecanja navedenih fenolnih
jedinjenja u listu paradajza. T. virens u istrazivanjima Matolepsza i sar. (2017) nije statisticki

121



Doktorska disertacija Diskusija Igor Vukeli¢

znacajno uticala na sadrzaj kvercetina (kvercetin-3-O-glukozid), §to je takode slucaj i sa rezultatima
iz ove teze, gde su primenjene T. harzianum i T. brevicompactum. Za razliku od spomenutih autora
koju su zabelezili da T. virens stimuliSe sadrzaj hlorogenske kiseline i rutina (kvercetin-3-O-
rutinozid), rezultati ove teze pokazuju da T. harzianum i T. brevicompactum nisu imale statisticki
znacajan uticaj na sadrzaj spomenutih fenolnih jedinjenja. Do sli¢nih rezultata dosli su Nawrocka i
sar., 2017. godine kada su objavili da T. atroviride TRS25 uti¢e na povecanje sadrzaja kafene
kiseline, ferulne kiseline, hlorogenske kiseline, siriginske kiseline i luteolina u listu paradajza, dok
je sadrzaj kemferola, kvercetina i rutina ostao neizmenjen.

U rezultatima iz ove doktorske disertacije povisen sadrzaj p-OH-benzoeve Kiseline, ferulne,
siriginske, sinapinske, kafene i apscisinske kiseline u listovima paradajza detektovan je kod
optimalno zalivanih biljaka u tretmanu sa T. harzianum, kod biljaka podvrgnutih susi kao i kod
biljaka izlozenih vodnom deficitu u prisustvu T. brevicompactum. p-OH-benzoeva kiselina (4-
hidroksibenzoeva kiselina) je bitan strukturni element biljnih hormona, kofaktora, atraktanata za
oprasivace koja se jo§ istiCe sa antimikrobnom 1 antioksidativnom aktivnos¢u (Kang 1 sar., 2020),
dok ujedno moze da bude i produkt metabolizma gljiva roda Trichoderma (Adnan i sar., 2017).
Ferulna kiselina je vaZzna strukturna komponenta celijskog zida biljaka koja uti¢e na njihov rast.
Takode, smatra se neenzimskim antioksidansom koji eliminiSe slobodne radikale 1 ¢ija sinteza se
obavlja u biljkama kada su izlozene stresu (Engwa 2018). Istrazivanja o egzogenoj primeni ferulne
kiseline na biljkama pokazuju da ona deluje kao vazan regulator rasta i da podsti¢e otpornost biljaka
na stres preko procesa zatvaranja stoma, deobe ¢elija, promene permabinosti membrana, kao i kroz
druge metabolickie procese (Cheng i sar., 2018). Ferulna kiselina kao 1 siriginska kiselina doprinosi
stukturnom integritetu lignina (Adams i sar., 2020) i inhibiciji klijanja spora i rastu hifa patogenih
gljiva (Malolepsza 1 sar. 2017). Pored navedenih uloga siriginska kiselina stiti biljke od oksidativnog
stresa. Akumulacija sinapisnske kiseline i njenih derivata varira u zavisnosti od uslova spoljasnje
sredine jer oni odreduju fiziolosko stanje biljke. Na osnovu koncentracije sinapinske kiseline i njenih
derivata moguce je pratiti efekat faktora spoljasnje sredine na rast i razvoj biljaka (Nguyen i sar.,
2021). Isti autori su objavili da sinapisnka kiselina i njeni estri imaju antimikrobnu funkciju, dok se
smatra da imaju ulogu i u zastiti od UV zracenja. Kafena kiselina je aktivno ukljuc¢ena u fizioloSke
procese biljaka i mehanizme tolerancije na stres. Kao $to je prethodno receno kafena kiselina je
ucestvuje u biosintezi lignina, koji Stiti biljke od abiotickog i biotickog stresa. Poznata je i kao
antioksidans koji ucestvuje u uklanju ROS formi (Mehmood i sar., 2021). Ova kiselina pozitivno
uti¢e na turgorov potencijal i Sirenje biljnih ¢eija kada su biljke izlozene stresu suse (Zafar-ul-Hye i
sar., 2021). Pod uticajem suSe kafena kiselina se pretvara u ferulnu kiselinu i iz tog razloga je sadrzaj
kafene 1 ferulne kiseline povisen u listovima biljaka (Zafar-ul-Hye i sar., 2021), $to pokazuju i
rezultati iz ove doktorske disertacije. Spomenuti antioksidansi se vezuju za celijski zid lista ¢ime
biljke stite fotosintetiCki aparat od visokoenergetskog zracenja, koje se potom apsorbuje u celije
mezofila. Takode kafena kiselina 1 njeni derivati dovode do poboljsanja fiksacije azota, sadrzaja
ugljenih hidrata i proteina u nodulu korena, narocito kada su biljke izlozene stresu suse (Zafar-ul-
Hye i sar., 2021).

Dobijeni rezultati i iz ove doktorske disertacije pokazuju da je koncentracija luteolin-7-O-glukozid
povecana u listu paradajza kod optimalno zalivanih biljaka u prisustvu T. harzianum, dok su T.
harzianum i T. brevicompactum stimulisale sadrzaj luteolin-7-O-glukozid kod biljaka izloZenih susi.
Osnovna bioloska uloga luteolin-7-O-glukozid u listu je da uklanja ROS koje nastaju prilikom
Stetnog UV zracenja. Dihidroksi B prsten luteolin-7-O-glukozid ima antioksidativna svojstva i nizak
nivo apsorpcije UV zraka (Mierziak i sar., 2014). Prilikom kontakta sa patogenim mikroorganizmima
B prsten flavonoida moze da se ugradi i formira vodoni¢ne veze sa nukleinskim kiselinama S$to
dovodi do inhibicije sinteze DNK i RNK mikroorganizama (Nawrocka i sar., 2017). Luteolin-7-O-
glukozid moze da se oslobodi u zoni korenske kape i da deluje kao specifican signal za zapocinjanje
simbioze sa zemljisnim mikrooganizmima (Mierziak i sar., 2014).

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da je sadrzaj hinske, 5-O-kafeoil-hinska kiseline
(hlorogenska kiselina) i kemferol-3-O-glukozida inhibiran kod biljaka izloZenih susi, zatim kod
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optimalno zalivanih biljaka u prisustvu T. Harzianum, kao i kod biljaka podvrgnutih susi u prisustvu
T. brevicompactum. Hidrolizom 5-O-kafeoil-hinska kiselina (hlorogenske kiselina) nastaje hinska i
kafena kiselina koje se zatim razgraduju u razli€ita isparljiva jedinjenja poput furana, cikloheksana i
aromati¢nih jedinjenja (Shibamoto 2015). Bioloska funkcija polifenola 5-O-kafeoil-hinska kiselina
(hlorogenske kiselina) i hinske kiseline je da stite biljna tkiva od mehanickih oStecenja, koja su
prouzrokovana od strane insekata. Prilikom kontakta oSte¢enog tkiva sa polifenol oksidazom dolazi
do formiranja toksi¢nih hinona (Wilfred i Nicholson 2006). Prilikom akumulacije fenola u
konjugovanom obliku pored hinona moze da se oformi i veliki broj fenilpropanoidnih jedinica, koje
se putem oksidaza i1 peroksidaza brzo pretvaraju u toksi¢ne tanine, cinamil alkohol i lignine ¢ine¢i
biljne ¢elije otpornije na patogene gljive (Matolepsza i sar. 2017). Postoje istrazivanja koja pokazuju
da hlorogenska kiselina ispoljava antifungalna svojstva (Ma i Ma 2015) kao i da se sadrzaj hinske
kiseline u uslovima vodnog stresa smanjuje u listovima biljaka (Qu i sar., 2019). Kemferol-3-O-
glukozid nastaje od dihidroflavonola delovanjem flavonol sintaze (FLS) i ima pozitivan efekat u
rizosferi na rast hifa i klijanje spora mikoriznih gljiva (Mierziak i sar., 2014). Medutim, nema
literaturnih podataka o uticaju kemferol-3-O-glukozida, koji se nalazi u listu biljaka, na procese
interakcije sa mikroorganizmima. Nakabayashi i sar. (2014) su istazivali promene akumulacije
flavonoida kod Arabidopsis thaliana koje su bile izlozene dejstvu suse i dosli su do zakljucka da
sarzaj kemferola moze da bude inhibiran u uslovima vodnog stresa. Medutim isti nau¢nici navode da
mehanizam signalizacije flavonoida ili pojedinac¢na uloga svakog molekula u ublaZzavanju od stresa
susSe jos uvek nije razjasnjena.

Rezultati iz ove doktorske disertacije pokazuju da tolerantnost biljaka paradajza na suSu kao 1
signalizacija interakcije sa gljivama roda Trichoderma su u znacajnoj korelaciji sa fenilpropanoidnim
putem. Navedeni rezultati ukazuju na meduzavisnost i kompleksnost signalnih puteva i sekundarnih
metabolita koji ucestvuju u odgovoru biljka na stres suSe, kao i na interakciju sa gljivama roda
Trichoderma.

5.2.1.3. Zemljiste

ZemljiSte predstavlja izuzetno heterogenu sredinu, a diverzitet bioloskih zajednica u njemu je od
klju¢nog znacaja za odrzavanje zivota na nasoj planeti. Raznovrsne mikrobne populacije ¢ine manje
od 0.5% (w/w) od ukupne mase zemljiSta, ali to ne umanjuje njihov veliki znacaj u procesima
transformacije organske materije, odrzavanju strukture zemljista, degradaciji organskih zagadivaca,
bioloske kontrole i1 nastanka biljnih asimilata (Yan i sar., 2015). Za bolje upoznavanje diverziteta
zemljiSnih mikroorganizama pored klasi¢nih (direktnih i indirektnih) metoda, primenjuju se i
savremene molekularne metode (Chodak i sar., 2015). Velika raznolikost mikrobnih populacija u
zemljiStu je uglavnom neistrazena i nedovoljno proucena, a jedan od razloga je i nedostatak
primenjenih metoda. Procenjuje se da je od 99 do 99.9 % bakterijskih populacija veoma tesko gaji na
hranljivim podlogama ili uopste i ne mogu da se gaje (Torsvik i Ovreas, 2002). Povod izostanka rasta
mikrobnih populacija je: usporen rast, specifi¢ni nutritivni zahtevi, lu¢enje antibakterijskih supstanci
u medijumu i odsustvo sposobnosti rasta bakterija u monokulturi usled izostanka signalnih molekula,
koje oslobadaju bakterijske populacije zastupljene samo u sklopu svog prirodnog biotopa (Vartoukian
i sar.,, 2010). Takode, izolovani mikroorganizmi su retko brojéano dominantniji u prirodnim
sredinama u odnosu na rast na nutritivno-bogatim hranljivim podlogama. Na aktivnost
mikroorganizama u zemljistu i njihovu zastupljenost uti¢u brojni faktora kao $to su: tip zemljista,
prisustvo organskih zagadivaca, pesticida, mineralnih dubriva i teSkih metala, ali i izlaganje razli¢itim
vrstama stresa (Hoffman i sar., 2006).

Gljive iz roda Trichoderma odlikuje brza sposobnost rasta i razmnozavanja, brzo usvajanje hranljivih
materija iz zemljista, kao i lu¢enje enzima koji razgraduju ¢elijski zid drugih mikroorganizama, poput
celulaze, ksilanaze i glukanaze (Azimova 1 sar., 2020). Zahvaljuju¢i ovim enzimima lako apsorbuju
hranljive materije iz zemljiSta i iz zemljiSnih mikroorganizama, ¢ime ujedno i modifikuju
mikrobiolosku zajednicu zemljista (Halifu 1 sar., 2019). Poznate su kao fakultativni mikroparaziti i
dobri antagonisti biljnih patogena (do Nascimento i sar., 2017). Mikrobioloske analize zemljista
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pokazuju da inokulacija Trichoderma spp. ima znacajan uticaj na zajednicu mikroorganizama u
rizosferi (Zhang i sar., 2018). Rezultati iz ove disertacije pokazuju da brojnost amonifikatora,
sporogenih bakterija i ukupnog broja bakterija u rizosferi nakon I Zetve nije zavisila od rezima
zalivanja. Medutim vodni deficit je imao znacajne efekte na broj mikroorganizama u zemlji$u, ali je
bilo potrebno vreme da se oni i ispolje. Navedeni efekti suse su registrovani nakon II Zetve. Autori
koji su primetili da susa ne utice na brojnost bakterija to povezuju sa vise faktora, kao $to su sam
kontekst suSe, tipa zemljiSta, vrste bakterija koje su prisutne u zemljistu kao i sa genotipom biljne
vrste (Na i sar., 2019; Toth i sar., 2017). Kod optimalno zalivanih biljaka nakon I zetve znacajne
razlike zabelezene su u tretmanu sa T. brevicompactum, koja je udvostrucila brojnost amonifikatrora.
Isti trend primecen je i u tretmanu sa T. harzianum, ali bez statisticki znacajnih razlika. Navedeno
povecanje brojnosti amonifikatora je o¢ekivano, s obzirom na ¢injenicu da u procesu amonifikacije
ucestvuju razli¢ite mikrobne populacije ukljucujuéi i gljive roda Trichoderma. Sve ostale znacajne
razlike primecene su u tretmanu suse. Tretman sa T. brevicompactum je inhibitorno delovao na
ukupan broj bakterija, koji se smanjio sedam puta. T. harzianum je redukovala broj gljiva u zemljistu
tri puta, a T. brevicompactum jedanaest puta. Sposobnost gljiva roda Trichoderma da inhibiraju rast
bakterija zabeleZena je u brojnim radovima (Ros i sar., 2020; Konappa i sar., 2020). Konkretno,
vezano za paradajz, svakako je najvaznija inhibicija bakterije Ralstonia solanacearum, jer je ova
bakterija jedna od najces¢ih koje podsticu uvenuce paradajza (Konappa i sar., 2020). Nakon II zetve,
zabelezen je porast svih ispitivanih grupa mikroorganizama u odnosu na I zetvu. U ovom ispitivanom
vremenskom intervalu efekti suSe su bili mnogo izrazeniji 1 imali su veéi uticaj na brojnost
mikroorganizama od tretmana sa T. harzianum i T. brevicompactum. Broj amonifikatora, sporogenih
bakterija i ukupni broj bakterija u kontroli bio je veci za oko 90 % u odnosu na tretman suse, dok je
broj gljiva bio veéi za 72 %. Nakon II Zetve u tretmanima sa T. harzianum i T. brevicompactum
znacajno je smanjen broj amonifikatora kod optimalno zalivanih biljaka za oko 65 %, kao i ukupan
broj bakterija za oko 75 %.

5.2.2. Kvalitet plodova

Poznato je da odabrane vrste gljiva roda Trichoderma pospesuju rast i razvoj biljaka, da povecavaju
unos hranljivih materija, sto utic¢e i na kvantitet prinosa (Pascale i sar., 2017). Efikasnost kolonizacije
korena od strane ovih simbiotskih gljiva zavisi od izlu¢enih molekulskih efektora. Do sada je
analizirano oko dvadeset proteina efektora gljiva roda Trichoderma koji su svrstani u tri familije:
cerato platanini, hidrofobini i glikozid hidrolaze (Ramirez-Valdespino et al., 2019). Prve dve grupe
najviSe su ispitane na vrstama gljiva T. harzianum, dok je jedan od cerato platanina koji povecava
efikasnost kolonizacije korena biljaka kod ovih gljiva protein svolenin (Brotaman i sar., 2013). Izolat
koris¢en u ogledu, koji je sproveden u plasteniku u organskim uslovima gajenja, je T. harzianum
SMZC 22660. Koris¢eni izolat se odlikuje visokim aktivnostima enzima N-acetil-B-glukozaminidaza,
alkalne fosfataze i naftol-AS-Bl-fosfohidrolaze. Alkalna fosfataza ima vaznu ulogu u solubilizaciji
vezanih fosfata, ¢ineci ih na taj nacin dostupnim biljkama (Kapri i sar., 2010), dok je metabolicki
produkt izolovan iz T. harzianum N-acetil-B-glukozaminidaza nasao primenu kao glavna komponenta
sredstava za zaStitu biljaka (Harman 1 sar., 1995). Spomenuta tri enzima se smatraju vaznima u
biokontroli patogena nastanjenih u zemljistu jer imaju sposobnost razgradnje Celijskog zida drugih
gljiva (Harman i sar., 2004).

Gljive iz roda Trichoderma pospesuju unos hranljivih materija izlu¢ivanjem organskih kiselina koje
rastvaraju minerale, §to dovodi do bolje pristupacnosti i usvajanja hranljivih materija iz zemljista. U
isto vreme, zbog izrazite sposobnosti kolonizacije, gljive roda Trichoderma prosiruju kontaktnu
povrsinu izmedu rizosfere 1 zemljista, luce vancelijske enzime (saharazu, ureazu i fosfatazu), kao i
organske kiseline u rizosferi i obezbeduju brz i efikasan transfer nutrijenata (Pelagio i sar., 2017).
Otkriveno je da u zemlji$tu u kojem je izvrSena inokulacija gljiva Trichoderma dolazi do povecanog
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sadrzaja hranljivih materija i biomase mikroorganizama i na taj nacin Trichoderma doprinosi
kvalitetu i1 plodnosti zemljista (Wagner i sar., 2016).

Tucci i sar. (2012) su istrazivali uticaj gljiva iz roda Trichoderma spp. na biljke paradajza i uo¢ili su
pozitivne efekte na vecinu ispitivanih genotipova u pogledu povecanja sveze i suve mase korena,
suve mase izdanaka i visine stabljika paradajza. Medutim, primetili su da tretmani sa vrstama
Trichoderma nisu uvek imali pozitivne efekte, ¢ak su u pojedinim slucajevima za jedan genotip
paradajza bili i Stetni. Ovo ukazuje da stimulacija rasta paradajza u velikoj meri zavisi i od njegovog
genotipa. Rezultati ove doktorske disertacije, sprovedeni na dve sorte paradajza uzgajane u plasteniku
govore da nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika u ispitivanim parametrima rasta izmedu sorti, kao ni
izmedu kontrole i tretmana sa T. harzianum. U slucaju kada su primetni stimulativni efekti T.
harzianum, to je najverovatnije posledica poboljSanog usvajanja nutrijenata, $to moze biti direktno
povezano sa stimulacijom rasta biljaka (Yedidia i sar., 2001). Utvrdeno je da T. harzianum olaksava
unos P i Fe $to dovodi do povecanja suve mase biljaka, duzine izdanka i povrSine listova (Owen i
sar., 2015).

Nedestruktivna merenja indeksa hlorofila, epidermalnih flavonola, antocijana i indeks balansa azota
vazni su fizioloSki parametri, koji mogu da ukazu na eventualni stres, ukoliko je biljka njemu
izlozena. Poznato je da su sadrzaj hlorofila i epidermalnih flavonola u liS¢u biljaka vazan pokazatelj
statusa azota biljke. Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da je paradajz gruzanski zlatni imao
statistiCki znaCajno nizi sadrzaj hlorofila 1 veé¢i sadrzaj epidermalnih flavonola u prisustvu T.
harzianum §to je u korelaciji sa smanjenjem sadrzaja indeksa balansa azota. Yu i sar. (2021) su
primetili da kod biljaka nakon inokulacije T. asperellum TaspHul dolazi do smanjenja sadrzaja
hlorofila. Primecéeno je da sli¢ne efekte izazivaju T. pseudoharzianum T1 i T. afroharzianum T52 §to
je povezano sa snizavanjem regulacije gena za sintezu hlorofila kod najmladih listova biljaka (Liu i
sar., 2020). Postoje istrazivanja u kojima nije pronadeno znacajno povecanje hlorofila a i hlorofila b
u listovima paradajza tretiranih razli¢itim sojevima Trichoderma (Alexandru i sar., 2013). Medutim,
postoje i objavljeni radovi u kojima je primeéen povecan sadrzaj fotosintetiCkih pigmenata i
fotosinteti¢ke sposobnosti biljaka koje su rasle u prisustvu gljiva roda Trichoderma (Harman i sar.,
2021).

U rezultatima iz ove disertacije T. harzianum je znacajno uticala na povecanje epidermalnih flavonola
kod paradajza gruzanski zlatni, ali je kod paradajza narvik imala suprotan efekat. Hassan i Mathesius
(2012) su dokazali da flavonoidi mogu biti indukovani simbiontima. Takode, sugeriSu da su
flavonoidi koji se nalaze u korenu biljaka ukljuceni u regulaciju privremenog odbrambenog odgovora,
koji je izazvan simbiotskom kolonizacijom korena. Nakon folijarne primene gljiva roda Trichoderma,
Sesan 1 sar. (2020) su primetili porast ukupnih flavonoida i ukupnih polifenola u listovima, ¢iji sadrzaj
je bio veci od sedam, pa ¢ak do Sezdeset dana nakon aplikacije. Mayo-Prieto i sar. (2019) su
identifikovali Sest flavonoida, €iji sadrzaj je znacajno povecan, kod biljka pasulja u prisustvu gljiva
iz roda Trichoderma uz znaCajnu stimulaciju rasta biljaka. Detaljna analiza metaboloma i
transkriptoma pokazala je da kolonizacija T. harzianum znacajno utice i preureduje fenilpropanoidni
put biljaka paradajza (Coppola i sar., 2019). Rezultati iz ove teze pokazuju da kod sorte paradajza
gruzanski zlatni dolazi do smanjenja indeksa balansa azota u tretmanu sa T. harzianum. Ovo ukazuje
na aktivaciju sekundarnog metabolizma na osnovu ¢ega se moze ocekivati bolja otpornost biljaka na
bolesti i napade insekata, $to je u skladu sa novijim rezultatima drugih autora (Maio-Prieto i sar.,
2019).

Fenolna jedinjenja su veoma znacajni prirodni antioksidansi u ploda paradajza, medu kojima
flavonoidi u velikoj meri doprinose njegovom kvalitetu (Bhandri et al., 2016). Porast ukupnog
sadrzaja flavonoida u plodu paradajza sorte gruzanski zlatni ustanovljen je u tretmanu sa T.
harzianum. Ovo potvrduje prethodno zapazanje da smanjenje indeksa balansa azota u listovima
biljaka paradajza, koje su tretirane gljivom Trichoderma aktivira sekundarni metabolizam. Neki
autori su primetili i porast ukupnog sadrzaja fenola u plodu paradajza (Singh i sar., 2013), grozda
(Pascale i sar., 2017), luka (Ortega-Garcia i sar., 2015) i krastavca (Navrocka i sar., 2018), $to u ovoj
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tezi nije bio slucaj. Bhandri i sar. (2016) su objavili da varijacije u sadrzaju polifenola i flavonoida u
plodovima paradajza zavise od genotipa i uslova spoljas$nje sredine u kojima su biljke rasle.
Navedenim se moze objasniti i razli¢iti odgovor dve sorte paradajza na prisustvo T. harzianum. Ovo
je takode u saglasnosti sa rezultatima Ortega-Garcia i sar. (2015) koji su dokazali da su ispitivani
genotipovi luka drugadije reagovali na inokulaciju T. asperellum i T22, pri tome ne pokazujuci
znacajne razlike kod jednog genotipa, dok je kod drugog genotipa luka doslo do znacajnog porasta
sadrzaja flavonoida.

Sazrevanje plodova paradajza povezano je sa akumulacijom Secera. Brojna istrazivanja pokazuju da
sadrzaj ugljenih hidrata u plodovima paradajza varira u zavisnosti od genotipa kao i od uslova
spoljasnje sredine koji deluju na biljku. Gajeni paradajz karakteriSe visok sadrzaj saharoze i heksoze,
dok divlje vrste paradajza akumuliraju saharozu, koja ima centralnu ulogu u razvoju plodova
(Kanayama 2017). Sinteza skroba, tokom formiranja zrelog crvenog ploda, pracena je obi¢no,
povecanim sadrzajem Secera heksoza. U zavisnosti od primenjenih tretmana na biljkama paradajza,
sadrzaj rastvorljivih Secera moze da se smanji usled smanjenja sadrzaja skroba, koji se javlja tokom
zrenja (Centeno et al., 2011). Odredivanje sadrzaja Secera je vazno za komercijalno trziste, jer je
direktno povezano sa ukusom i slatko¢om paradajza (Matsukura, 2019). Nema literaturih podataka
koji pokazuju uticaj gljiva iz roda Trichoderma na sadrzaj skroba i rastvorljivih Secera u plodu
paradajza. Na osnovu rezultata iz ovog rada primecuje se da sorta gruzanski zlatni sadrZi znatno vise
rastvorljivih Se¢era u odnosu na narvik. Sadrzaj rastvorljivih Secera kod ispitivanih sorti paradajza u
prisustvu T. harzianum nije se zna¢ajno promenio. Stavise, rezultati pokazuju da je prisustvo T.
harzianum smanjilo sadrZaj skroba kod sorte gruzanski zlatni.

Rodriguez-lruretagoiena i sar. (2015) su ispitali koncentraciju razli¢itih elemenata u zemljistu i plodu
paradajza gajenog na trinaest razliitih lokacija. Rezultati ove teze, koji se odnose na koncentracije
mikronutrijenata 1 teSkih metala u zemlji$tu i plodu paradajza, kao i indeksi bioakumulacije u
saglasnosti su sa radom Rodriguez-lruretagoiena i sar. (2015). lako su indeksi bioakumulacije
ispitivanih elementa bili sli¢ni kod dve sorte paradajza u kontrolnim uslovima, oni su razli¢ito
reagovali na tretman sa T. harzianum. Paradajz gruzanski zlatni je imao do dva puta veci indeks
bioakumulacije za Fe i Cr u tretmanu sa T. harzianum u odnosu na kontrolu. Literaturni podaci o
efektu gljiva iz roda Trichoderma na unos hranljivih materija biljaka nisu u saglasnosti. Khan i sar.
(2017) objavili su da su koncentracije Cu, Fe, Mn i Zn znacajno porasle u korenu, izdancima i
plodovima biljaka paradajza nakon inokulacije T. harzianum, $to moZe da se poveze sa sposobnos$éu
gljive da povecavaju rastvorljivost spomenutih mikroelemenata u zemljistu, Sto su i dokazali Kayaet
i sar., (2009). Znacajan porast koncentracije pomenutih elemenata u korenu krastavca tretiranih sa T.
harzianum utvrdili su i Yedidia i sar. (2001). Ovo se mozZe povezati sa uticajem T. harzianum koja
olakSava biljkama unos hranljivih materija (Singh i sar., 2014), kao Sto je i prikazano za P i1 Fe kod
biljaka krastavaca tretiranih sa T. asperellum (Yedidia et al., 2001). Suprotno prethodno spomenutim
istrazivanjima, smanjene akumulacije Fe u lis¢u biljaka paradajza uzgajanih u prisustvu T. harzianum
T34 primetili su Borrero i sar. (2011). Smanjene koncentracije Cu, Mn i Zn kod biljaka pSenice nakon
aplikacije T. asperellum zabelezili su de Santiago i sar. (2011). Oba autora sugeriSu da je smanjene
koncentracije spomenutih elementa, kod biljka, posledica kompeticije izmedu biljke i gljive. Studija
sprovedena na biljkama paradajza gajenog hidroponi¢no, sa specificnim nedostatkom hranljivih
sastojaka, pokazala je da efekat T. harzianum zavisi od koncentracije drugih elemenata. U slucaju
nedostatka Fe ili Cu, efekat gljive je pracen pove¢anim unosom spomenutih elemenata. Medutim, u
sluc¢aju nedostatka Zn, efekat je suprotan i unos ovog elementa je smanjen, usled kompeticije, koja
se javila izmedu biljke i gljive (Li1 sar., 2015).

Makroelementi (N, P, K) su ukljuceni u regulaciju klju¢nih fizioloSkih 1 biohemijskih procesa,
ukljucujuéi deobu celija, aktivnost enzima i Sintezu proteina (Ahanger i Ahmad, 2019). Sadrzaj
makroelementa P i K se nije znacajno menjao izmedu sorti paradajza, kao ni u tretmanu sa T.
harzianum, medutim sadrzaj N je bio oko dva puta vec¢i kod sorte gruzanski zlatni u odnosu na narvik,
dok je T. harzianum znacajno smanjila procenat N u plodovima paradajza gruzanski zlatni u
poredenju sa kontrolom. Veée koncentracije N mogu se povezati sa sporijim zrenjem i blagim
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smanjenjem veli¢ine plodova (Manoj i sar., 2013), Sto je bio slucaj kod sorte gruzanski zlatni koja
nije bila tretirana sa T. harzianum.

Smanjene indeksa bioakumulacije teskih metala Ni 1 Pb, kod sorte gruzanski zlatni, primeceno je u
prisustvu T. harzianum. Kod sorte narvik, T. harzianum je znacajno smanjila indeks bioakumulacije
Pb. Istrazivanja drugih nau¢nika govore o smanjenu akumulacije i translokaciji toksicnih elemenata
u prisustvu gljiva roda Trichoderma. Smanjenu akumulaciju Cu kod biljaka luka u prisustvu T.
asperellum u uslovima visokih toksi¢nih koncentracija Cu zabelezili su Tellez Vargas i sar. (2017).
Rezultati iz ove teze su u saglasnosti sa rezultatima koje su objavili Kacprzak i sar. (2014), koji govore
0 smanjenju indeksa bioakumulacije Pb kod biljaka paradajza u prisustvu gljiva iz roda Trichoderma.
Kacprzak i sar. (2014) su primetili da je indeks bioakumulacije Pb smanjen kod svih ispitivanih
biljnih vrsta Miscanthus giganteus L., Salik spp., Phalaris arundinacea L. i Panicum virgatum L.
uzgajanih u prisustvu gljiva roda Trichoderma.

Analiza glavnih komponenata (PCA), Cesto se koristi, kako bi se efikasno pronasle razlike izmedu
odnosa brojnih ispitivanih biljnih parametara. Ova metoda multivarijacione analize ima za cilj da
objasni korelaciju izmedu velikog broja varijabli u odnosu na mali broj osnovnih nezavisnih faktora
(Beheshtizadeh et al. 2013). Sprovedena PCA analiza fizioloskih parametara lista je potvrdila da u
kontroli sorta narvik ima veci sadrzaj epidermalnih flavonola i ve¢i indeks balansa azota od sorte
gruzanski zlatni, $to je posledica veceg indeksa hlorofila i nizeg sadrzaja epidermalnih flavonola.
Paradajz gruzanski zlatni je na prisustvo T. harzianum reagovao smanjenjem indeksa hlorofila i
povecanjem sadrzaja flavonola. Kao posledica prethodno navedenog doslo je do smanjenja indeksa
balansa azota. Sa druge strane T. harzianum je na sortu narvik delovala inhibitorno u pogledu sadrzaja
epidermalnih flavonola.

Na osnovu PCA analize utvrdene su osnovne razlike izmedu ploda dve sorte paradajza. U kontroli
sadrzaj Ni, Fe, Zn i flavonoida bio je ve¢i kod plodova paradajza narvik u odnosu na paradajz
gruzanski zlatni. Sa druge strane plodovi paradajza gruzanski zlatni su imali i ve¢i sadrzaj N, Mn,
ukupnih polifenola i rastvornih Secera. U tretmanu sa T. harzianum plodovi sorte narvik imali su veci
sadrzaj Fe 1 Cr dok je sadrzaj Mn i ukupnih flavonoida bio znacajno povecan kod sorte gruzanski
zlatni u odnosu na kontrolu.

Fizicko - hemijske karakteristike zemljista su vazan faktor prilikom procene pozitivnih efekata gljiva
roda Trihoderma na rast, razvoj biljaka i unos hranljivih sastojaka. Kako su unos hranljivih sastojaka
i interakcija Trichoderma - biljka zavisni od biljne vrste i genotipa, tesko je predvideti njihov kona¢ni
odgovor. Da bi pozitivni efekti interakcije bili Sto veéi, potrebno je pre same primene gljiva
Trichoderma izvrsiti karakterizaciju zemljista.

lako je T. harzianum jedan od najrasprostranjenijih i najvise koris¢enih biopesticida ostaje nejasno
kako pozitivni efekti ovih gljiva zavise od genotipa biljke (Tucci i sar., 2012). Isti autori sugeriSu da
je odgovor biljaka na prisustvo gljiva roda Trichoderma pod genskom kontrolom, §to se moze
objasniti ¢injenicom da pojedini genotipovi paradajza imaju sposobnost da reguliSu kolonizaciju
korena od strane ovih gljiva. Razli¢iti genotipovi paradajza na razliCite nacine vrSe percepciju
efektorskih molekula koji su klju¢ni za identifikaciju i kolonizaciju korena (Ramirez-Valdespino i
sar., 2019). U ogledu iz ove doktorske disertacije bolja kolonizacija korena bila je povezana sa
povecanom ekspresijom gena svolenina u korenu. Sorta paradajza koja je pokazala vecu ekspresiju
ovog gena bila je u vec¢oj korelaciji sa pozitivnim efektima T. harzianum.

Na osnovu svih navedenih rezultata iz ove doktorske disertacije, u buduénosti, dalja istrazivanja
interakcije Trichoderma - biljka treba usmeriti ka procesima adaptacije biljaka na klimatske promene,
koje su propraé¢ene suSom, poplavama, poviSenim temperaturama i radijacijom, kao i pojavom novih
fitopatogenih mikroorganizama. Oc¢ekuje se da bi primena gljiva roda Trichoderma bila efikasna u
ublazavanju negativnih efekata abiotickih i bioti¢kih stresova na biljke koji nastaju kao posledica
Klimatskih promena.
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6. ZAKLJUCCI

Naucni doprinos ove doktorske disertacije odnosi se na rasvetljavanje mehanizama interakcije
izmedu gljiva roda Trichoderma i biljaka. U cilju razjasnjavanja molekularno - fizioloskih pokazatelja
pozitivnog odgovora biljaka na primenu ovih gljiva prouc¢avani su brzi odgovori biljaka tokom
interakcije 1 spori efekti koji nastaju tokom duzih vremenskih perioda delovanja gljiva na biljke
paradajza. Brzi odgovori biljaka paradajza tokom 48 h od uspostavljanja kontakta sa gljivama roda
Trichoderma na klijanje i procese u ranim fazama vegetativnog razvi¢a biljaka su proucavani kako
bi se bolje razumeli signalni mehanizmi. Dugoro¢ni efekti gljiva su izu€avani na nivou procesa
fotosinteze, rasta biljaka, formiranja i kvaliteta plodova paradajza. Razja$njavanju dugorocnih
efekata na metabolizam biljaka najviSe su doprineli rezultati genskih ekspresija i sadrzaja sekundarnih
metabolita.

Na osnovu rezultata istrazivanja prikazanih u ovoj doktorskoj disertaciji mogu se izvesti sledeci
zakljuccei:

1. U okviru brzih odgovora, proucavanje uticaja gljiva roda Trichoderma na klijanje semena
sorti gruzanski zlatni i narvik, u in vitro uslovima, nakon 48 h na MS podlogama, pokazalo je
da sve ispitivane gljive stimuliSu klijanje semena paradajza, pre ostvarivanja fizickog kontakta
izmedu gljive 1 semena.

1.1. Analizom FTIR spektara utvrdeno je da dolazi do promena u sadrZaju ukupnih
proteina 1 smanjenja sadrzaja pektina i/ili ksiloglukana u radikulama semena
paradajza.

2. Medu ranim reakcijama biljaka sorte ailsa craig na prestanak zalivanja i interakciju sa T.

stoma, vodni potencijal lista i sadrzaj ABA u korenu.

2.1. Utvrdeno je da epidermalni flavonoli i ABA ucestvuju u signalizaciji interakcije.
Biljke u interakciji sa T. brevicompactum u uslovima suSe imaju bolje adaptivne
karakteristike, odnosno manji porast ABA u korenu i ve¢u provodljivost stoma, Sto bi
trebalo da obezbedi vecu brzinu fotosinteze i rast biljaka.

3. Dugoro¢ni efekti T. harzianum i T. brevicompactum u uslovima pojedinac¢nih i
kombinovanih efekata dva rezima zalivanja u kombinaciji sa T. harzianum ili T.
brevicompactum pokazuju da gljive nisu imale veliki uticaj na primarni metabolizam
paradajza gruzanski zlatni, za razliku od suse.

3.1. Zatvaranje stoma uzrokovano susom, dovelo je do smanjenja brzine transpiracije
I intenziteta fotosinteze, a dalje je uticalo i na smanjenje elektronskog transporta kroz
PS 11, §to je pra¢eno povecanjem nefotohemijskog gasenja fluorescencije hlorofila.

3.2. Susa je kod sredisnjih, a narocito kod donjih listova paradajza ubrzala starenje, $to
je razlog smanjenog ukupnog sadrzaja hlorofila i karotenoida. Inhibicija procesa
fotosinteze je uticala na povecanje temperature biljaka koje su bile izloZene vodnom
deficitu.

3.3. Povrsina listova, sveZa 1 suva masa listova, stabla i korena je smanjena kod biljaka
koje su bile izlozene vodnom deficitu.
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3.4. T. brevicompactum je pokazala trend blage stimulacije povrSine listova, kako kod
dobro zalivanih biljaka, tako i kod biljaka izloZzenih vodnom deficitu.

3.5. T. harzianum pokazuje tendenciju da kod oba rezima zalivanja stimuliSe
parametere koji se odnose na biomasu biljaka.

3.6. Formiranje plodova kod biljaka izlozenih vodnom deficitu je usporeno ali je u
tretmanu sa T. harzianum brzina formiranja plodova paradajza je bila veéa i to kako
kod optimalno zalivanih biljaka, tako 1 u tretmanu suse.

3.7. Analizom ekspresije Pinll i PR1b1 gena utvrdeno je da se u zavisnosti od stresa
suse aktiviraju razli¢iti signalni putevi. U svim tretmanima dolazi do aktiviranja
signalnog puta jasmonske kiseline (JA), dok je signalni put salicilne kiseline (SA)
aktiviran kod biljaka izlozenih susi u tremanu sa T. harzianum. Navedene promene
ukazuju na bolji potencijal biljaka za otpornost prema bioti¢kim stresovima.

3.8. Na osnovu ekspresije NCED1 i SIJAF13 gena utvrdeno je da T. harzianum i T.
brevicompactum uti¢u na povecanje sadrzaja ABA i antocijana u svim tretmanima, $to
ukazuje na bolji potencijal biljaka za otpornost prema abiotickim stresovima.

3.9. Povecana ekspresija C3H gena kao 1 poviSen nivo sekunadarnog metabolita
hlorogenske kiseline upuc¢uju na povecéan sadrzaj lignina i suberina, §to je detektovano
u listu paradajza kod optimalno zalivanih biljaka u prisustvu T. harzianum kao i u
tretmanu suse u prisustvu T. brevicompactum. Opisane promene kod biljaka ukazuju
da su one otpornije na bioticki stres i da je kod njih efikasaniji transport nutrijenata i
vode.

4. Dugoro¢ni efekti T. harzianum na biljke paradajza gajenog u plasteniku u organskoj
proizvodnji pokazuju da je gljiva znacajno uticala na sadrzaj hlorofila, epidermalnih flavonola
1 indeks balansa azota u listovima, §to govori o aktiviranju sekundarnog metabolizma biljaka.

4.1. T. harzianum je u plodu paradajza gruzanski zlatni uticala na kvalitet ploda. Doslo
je do povecanja sadrzaja ukupnih flavonoida, smanjenja sadrzaja skroba, povecanja
indeksa bioakumulacije za Fe i Cr i smanjenja indeksa bioakumulacije za Ni.

4.2. Povecane ekspresije svolenin gena upucuju na uspesniju kolonizaciju korena
paradajza od strane gljiva roda Trichoderma, $to je u ovom slucaju i u korelaciji sa
uocenim pozitivnim efektima ovih gljiva. Paradajz gruZzanski zlatni je pokazao vecu
ekspresiju spomenutog gena u odnosu na narvik.

5. Dobijeni rezultati ukazuju da je =zajednicki imenitelj svih sprovedenih ogleda
meduzavisnost genotipa paradajza i soja gljiva Trichoderma. Pozitivan odgovor biljaka na
prisustvo gljiva Trichoderma povezan je sa uspe$nom kolonizacijom, promenama na nivou
proteina i aktiviranju sekundarnog metabolizma gde bi trebalo usmeriti i buduca istraZivanja.
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8. PRILOG

Prilog 1.

Parametri razmene gasova mereni pomoc¢u mobilnog sistema Li-6400XT: E - intenzitet transpiracije, A - intenzitet fotosinteze, Ci - intracelularna
koncentracija CO2, NPQ - nefotohemijsko gasenje fluorescencije hlorofila, gs - provodljivost stoma, ETR - brzina linearnog elektronskog transporta kroz
PS Il, Fo - minimalni kvantni prinos fluorescencije hlorofila, Fm - maksimalni kvantni prinos fluorescencije hlorofila i Fv/Fm - maksimalan kvantni
prinos fotohemije fotosistema 11, WUE - trenutna efikasnost korisé¢enja vode (umol CO2 mmol-1 H20), WUEI - unutrasnja efikasnost kori§¢enja vode
(umol CO2 mol-1 H20) i A/Ci - efikasnost karboksilacije. Parametri su mereni pri razli¢itim tretmanima: optimalno zalivane biljke (C), biljke izloZene
susi (D), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. harzianum (C_T1), optimalno zalivane biljke u prisustvu T. brevicompactum (C_T2), biljke izloZene

susi u prisustvu T. harzianum (D_T1) i biljke izlozene susi u prisustvu T. brevicompactum (D_T2).

21 dan (dostignut nivo od 15 % SWC)

. E
A gs Ci ETR .
Tretmani  (umol CO; (Mol H:0  (umol CO; Fo Fm  FwFm  NPQ  molm? (™MMOL e wuei  ACX
2 ol 2 ol -1 1 H.O m 10
m=s™) m*s™) mol™) s7) s1)
c 14.56 + 044+ 32582+1447 55000+ 290000+ 08l+ 123+ 11740+ 575+ 244+ 3194+ 458+
1.99a 0.12a a 0.00 a 0.00 a 0.00a 0.11a 15.49 a 0.99a 0.43b 8.25b 0.53a
cT1 13.54 + 047+  326.39+987 55000+ 290000+ 081+ 125+ 11417+ 609+ 228+ 3008+ 439+
- 232a 0.12a a 0.00 a 000a 000a 010a 1243a 107a 034b 563b 049a
c 1o 16.69 + 062+  332.09+6.65 55000+ 290000+ 081+ 123+ 12418+ 727+ 23+ 2807+ 503%
- 278a 0.13a a 0.00a 000a 000a 0.13a 1484a 089a 021b 331b 065a
5 278+168 003+ 25585+4458 55000+ 2900.00+ 081+ 141+ 7849+ 068+ 424+ 8402+ 1.06¢
b 0.02b b 0.00a 000a 000a 015a 12.73b  051b 124a 1378a 0.45c
57y A79%200 005+ 22463%4492 55000+ 290000+ 081+ 125+ 8413+ 087+ 568+ }1117%73 223+
. b 0.02b b 0.00a 000a 000a 0l4a 10.68b  030b 100a ~ 0.84b
5, 435t139  004% 2226+3965 55000+ 290000+ 08l 124+ 7419+ 083+ 511+ 9688 236%
. b 0.01b b 0.00a 000a 000a 010a 6.87b  019b 1.09a 2339a 062b
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22 dan (dostignut nivo od 15 % SWC)

. E
A gs Ci ETR .
(umol CO; (Mol H:0  (umol CO; Fo Fm FvFm NPQ  (umolm2 (MMl wue  owuei  ACX
2 o1 2 ol -1 1 HO m 10
m<s™) m*s™) mol™) s7) 51)
16.33 + 072+  33951+646 55000+ 300000+ 083+ 136+ 11973+ 7.7+ 227+ 2324+ 488+
220a 0.1la a 0.00 a 000a 000a 013a 919a  04la 026c 32lc 0.69a
15.86 + 081+  34534+656 55000+ 300000+ 083+ 129+ 12406+ 738+ 219+ 1040+ 465+
2432 0.12a a 0.00 a 000a 000a 010a 1362a 07la 028c 426c 06la
16.61 + 071+  337.22+731 55000+ 300000+ 083+ 131+ 12986+ 7.38+ 229+ 2399+ 495%
2.35a 0.08 a a 0.00 a 0.00 a 0.00a 0.11la 14.60 a 0.85a 0.21c 2.90c 0.56 a
272+126 003+ 231.10+4928 55000+ 3000.00+ 083+ 142+ 7447+ 0462 5i3273i 9163+ 1.29+
b 0.01b b 0.00 a 000a 000a 013a 989b  023b 7 187lab 045b
388+129 003+ 18589+6295 550.00+ 3000.00+ 083+ 143+ 8526+ 053+ 7.37+ 323529 2.46 +
b 0.01b b 0.00 a 000a 000a 013a 1060b  026b 155a - 1.64b
225+145 004+ 291.35+5353 550.00+ 3000.00+ 083+ 145+ 7155+ 062+ 370+ 6374+ 0.82¢
b 0.01b ab 0.00 a 000a 000a 012a 7.04b  018b 172b 2960b 0.60b
23 dan (dostignut nivo od 15 % SWC)
. E
A gs Ci ETR .
(umol CO; (Mol H,O  (umol CO; Fo Fm  FvFEm  NPQ  molm? (MMl \wue  owuei  AVCEX
2 o1 2 o1 -1 1 H.O m 10
m<s™) m=<s™) mol™) s7) s1)
17.23 + 078+  33927+7.27 55000+ 300000+ 083+ 134+ 13270+ 806+ 219+ 2371+ 523¢%
26la 0.08a a 0.00a 000a 000a 008b 1215a 0.60a 038b 271b 080a
17.69 + 076+  33920+836 550.00+ 300000+ 083+ 131+ 13665+ 7.99+ 226+ 2466+ 521
273a 0.1la a 0.00 a 000a 000a 012b 1416a 054a 028b 329b 075a
17.06 + 080+  34345+6.86 550.00+ 300000+ 083+ 136+ 13363+ 845+ 201+ 2131+ 494+
2.28a 0.06 a 0.00 a 000a 000a 011b 1240a 077a 02lb 297b 077a
208+0.80 003+ 256.06+69.44 55000+ 3000.00+ 083+ 154+ 7346+ 051+ 455+ 9838+ 0.92%
b 0.01b b 0.00 a 000a 000a 01la 7.73b  021b 197a 4634a 039b
201+116 003+ 229043+4468 55000+ 300000+ 083+ 160+ 7800+ 061+ 505+ fgﬁ% 139+
b 0.01b b 0.00 a 000a 000a 01la 86lb  018b 154a ~— <~ 0.59 b
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51, 212121 003+ 25500%3517 55000+ 300000+ 083+ 160+ 7789+ 048+ 470+ 8707+ 089%
- b 0.01b b 0.00 a 000a 0.00a 014a 1338b 021b 122a 1950a 042b
41 dan (formiranje prvih plodova)

. E

. A gs Ci ETR  (mmol . ACix
Tretmani  (umol CO2  (mol H:O (umol CO; Fo Fm FV/Fm NPQ  (umol m? 2  WUE  WUEI 2
2 ol 2 ol 1 1 HO m 10

m=s™) m*s™) mol™) s) s1)
c 875+1.34 016+ 280.78+27.99 550.00+ 300000+ 0.83+ 168??31 7083+ 348+ 235+ 5148+ 3.00+
a 0.04 b d 0.00 a 000a  000a 1001a 162a 074a 818a 037a
o1, 1028+ 035+ 32483+1649 55000+ 300000+ 083+ 146+ B840l:  641x 167775i 2042+ 343+
- 1.89a 0.08a ab 0.00 a 000a 000a 023e 1923a 285a b 3.62b  0.40a
o1, 910197 020+ 30035:27.95 550.00% 3000.00% 083+ 166390* 7579+ 468+ 210+ 6352+ 318+
— a 0.10 ab bcd 0.00 a 0.00 a 0.00 a de 7.73 a 2.60 a 0.37a 1464a 0.39a
5 092+0.86 003+ 346.81+29.61 550.00+ 300000+ 083+ 215+ 5855+ 093+ 061+ 2044+ 0.14+
b 0.01c a 0.00 a 0.00a 000a 014b 7.38b  020b 012c¢ 41l1b  006b
o7, 094%043 003+ 33606+4255 550.00% 3000.00% 083+ 2(.)1;341 6407+ 082+ 06835"—“ 2881+ 023+
- b 0.01c ac 0.00 a 000a  000a -~ 1879ab 0.41b " 7.62b  0.10b
DT, 150%091 002+ 34723%6323 550.00% 300000+ 083+ 248+ 6921+ 076+ 16773; 62.62+ 048+
- b 0.02 ¢ a 0.00 a 000a 000a 02la 7.67ab  061b b 2492a  029b

44 dan (formiranje prvih plodova)

. E

A gs Ci ETR (mmol . A/Ci x
Tretmani  (umol CO2  (mol H2O (umol CO- Fo Fm FV/Fm  NPQ  (umol m? 2> WUE  WUEI 2
2 ol 2 o1 -1 1 H.0 m 10

m=<s™) m=-s™) mol™) s7) s1)
. 7.16 % 009+ 25951 +24.87 55000+ 300000+ 083+ 1(')81181' 6655+ 1794 383+ 7406+ 271+
1.04a 0.01a a 0.00a 000a  000a 1131a  p30a 035a 43la 027a
11 746+ 012+ 27576+21.94 55000+ 300000+ 083+ 159+ 0291 555, 3554 6870+ 2.69+
- 1.45a 0.05a a 0.00a 0.00a 000a 018bh 2052 0.82a 035a 9.82ab 0.43a
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c 1o 6.54 + 008+ 25059+12.33 550.00+ 3000.00+ 0.83+ 1(')71171' 6322+ 1534 425+ 8088+ 253+
— 1.54a 0.02a a 0.00a 000a  000a 9.64a 0.33a 0.19a 393a 047ab
5 264 % 003+ 21040+53.00 55000+ 300000+ 083+ 205+ /24% 56+ 455+ 8968+ 120+
0.60b 0.01b a 0.00a 000a 000a 012a 60la 0.19b 062a 13.33a 0.20c

5 T1 219% 003+ 280.79+3622 55000+ 300000+ 083+ 208+ 0700 554 389+ 7761+ 078+
- 0.96b 0.01b a 0.00a 000a 000a 021a 99582 0.16b 067a 6.10a 017c
5 T2 224 + 002+  198.11#102.24 550.00+ 300000+ 083+ 224+ 0086 g1, 561+ 5gO5+  1.29+
- 0.70b 0.00 b a 0.00 a 000a 000a 0.13a 2492 009b 3.08a 6.35b  0.88bc
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Prilog 2.

Parametri snimani hiperspektralnom kamerom i kamerom za detekciju signala fluorescencije
hlorofila pri razli¢itim tretmanima: optimalno zalivane biljke (C), biljke izloZene susi (D), optimalno
zalivane biljke u prisustvu T. harzianum (C_T1), optimalno zalivane biljke u prisustvu T.
brevicompactum (C_T2), biljke izlozene susi u prisustvu T. harzianum (D_T1) i biljke izloZene susi
u prisustvu T. brevicompactum (D_T2).

Maksimalan kvantni prinosa PS Il u mraku - Fv/Fm_lss, nefotohemijsko gasenje fluorescencije
hlorofila - NPQ, koeficijent fotohemijskog gasenja - qP_Iss, stvarna fotohemijska efikasnost - Qy_lIss,
maksimalan kvantni prinos PS 1l u mraku - QY _max, fluorescencija hlorofila u ravnoteznom stanju
- Rfd_lss, indeks antocijana - ANTH, indeks refleksije hlorofila a - CHLa, indeks refleksije hlorofila
b - CHL b, indeks refleksije karotenoida |1 - CRI-1, indeks refleksije karotenoida Il - CRI-2,
modifikovani indeks odnosa apsorpcije hlorofila I - MCARI1, vegetacijski indeks normalizovanih
razlika - NDVI, jednostavni indeks odnosa vode - SR4, indeks refleksije vode-1 - WATERL1 i indeks
vode - WI (C).

Dan 9
Tretmani C T2 C D T1 CT1 D D T2

Fv/Fm_Lss 0.442 0.444 0444 0444 0446  0.453
Std 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002
Znacajnost a ab ab ab ab b

NPQ_Lss 1.275 1.312 1.340 1.345  1.373 1.411

Std 0.023 0.021 0019 0020 0.021 0.021
Znacajnost a ab abc abc bc c
qP_Lss 0320 0324 0340 0341 0355 0.360
Std 0.006  0.006 0.006 0.007 0.006 0.006
Znacajnost a a ab ab b b

Qy_Lss 0.153 0.155 0.158 0.161 0.166  0.169
Std 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003
Znacajnost a a ab ab ab b

Qy_Max 0.800 0.802 0.804 0.804 0.805 0.808
Std 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002
Znacajnost a ab ab ab ab b

Rfd_Lss 1.868 1942 1959 1964 2.007 2.026

Std 0.029 0.027 0.024 0.027 0.025 0.027
Znacajnost a ab ab ab b b
ANTH -5.496 -5482 -5351 -5301 -5.299 -5.183
Std 0.120 0.106 0.106 0.096 0.106  0.102
Znacajnost a a a a a a
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CHL_a 8.738 8792 8882 8.884 9.082 9.122
Std 0.130 0.122 0.136 0.136 0.136  0.153
Znacajnost a a a a a a
CRI1 6.217 6.282 6.487 6598 6.604  6.907
Std 0.258 0.270 0.270 0.270 0.244 0.305
Znacajnost a a a a a a
CRI2 6.627 6.760 6975 6.981 7.017 7.196
Std 0.268 0.256 0.268 0.268 0.242  0.303
Znacajnost a a a a a a

MCARI1 0.688 0.690 0.693 0.694 0.715 0.733

Std 0.020 0.018 0.016 0.017 0.018 0.018
Znacajnost a a a a a a
NDVI 0.805 0.805 0.806 0.807 0.810 0.812
Std 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.003
Znacajnost a a a a a a
SR4 1.058 1.062 1066 1.068 1069 1.076
Std 0.009 0.008 0.007 0.008 0.008 0.008
Znacajnost a a a a a a

WATERL1 0540 0554 0563 0571 0581 0.591

Std 0.031 0.031 0.029 0.028 0.035 0.031
Znacajnost a a a a a a
Wi 1.211 1215 1215 1217 1225 1.228
Std 0.013 0.012 0.015 0.013 0.013 0.013
Znacajnost a a a a a a
Dan 12
Tretmani D DT2 CT2 DTl C CT1
Fv/Fm_Lss 0451 0452 0453 0453 0455 0.457
Std 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002
Znacajnost a a a a a a

NPQ Lss  1.249 1.303 1367 1368 1.386  1.409

Std 0.022 0.023 0.021 0.022 0.019 0.021
Znacajnost a ab bc bc bc c
gP_Lss 0.391 0.404 0405 0416 0422 0431
Std 0.006 0.006 0.006 0.005 0.006 0.006
Znacajnost a ab ab abc bc c

Qy_Lss 0.181 0.186 0.189 0.199 0.200 0.200
Std 0.003 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002
Znacajnost a a a b b b

Qy_Max 0825 0825 0826 0826 0.827 0.829
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Std 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
Znacajnost a a a a a a

Rfd_Lss 1.831 1.844 1924 1929 1941 2.044

Std 0.034 0.036 0.034 0.034 0.030 0.032
Znacajnost a a ab ab ab b
ANTH -4911 -4.864 -4.858 -4.734 -4.678 -4.629
Std 0.115 0.104 0.130 0.110 0.115 O0.115
Znacajnost a a a a a a
CHL_a 8755 8786 8861 8929 8994 9.201
Std 0.126 0.126 0.121 0.114 0.143 0.126
Znacajnost a a a a a a
CRI1 6.725 7.000 7.023 7.055 7.231 7.382
Std 0226 0.226 0.216 0.204 0.255 0.226
Znacajnost a a a a a a
CRI2 7259 7454 7554 7.652 7.705 < 7.989
Std 0.210 0.210 0.190 0.201 0.238 0.210
Znacajnost a a a a a a

MCARI1 0.654 0.660 0.667 0.677 0.678 0.691

Std 0.017 0.017 0.020 0.017 0.016 0.017
Znacajnost a a a a a a
NDVI 0.805 0.806 0.808 0.809 0.811 0.813
Std 0.002 0.002 0.002 0.002 0.003 0.002
Znacajnost a a a a a a
SR4 1.089 1108 1109 1.110 1110 1.117
Std 0.009 0.009 0.008 0.009 0.011 0.009
Znacajnost a a a a a a

WATER1 0440 0445 0472 0479 0482 0.553

Std 0.034 0.038 0.030 0.034 0.034 0.032
Znacajnost a a a a a a
Wi 1232 1266 1271 1274 1287 1.289
Std 0.014 0.015 0.014 0.015 0.017 0.015
Znacajnost a a a a a a
Dan 16
Tretmani C CT2 CT1 D DT1 DT2
Fv/Fm_Lss 0483 0486 0488 0498 0500 0.501
Std 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002
Znacajnost a a a b b b

NPQ_Lss 0.633 0.654 0.658 0.798 0.823 0.852
Std 0.021 0.020 0.020 0.018 0.020 0.019
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Znacajnost a a a b b b
qP_Lss 0286 0289 0301 0350 0351 0.355
Std 0.007  0.007 0.007 0.007 0.006 0.007
Znacajnost a a a b b b

Qy_Lss 0.144 0.145 0.154 0.172 0.175 0.175
Std 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003
Znacajnost a a a b b b

Qy_Max 0.841 0.841 0.842 0.843 0.843 0.843
Std 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Znacajnost a a ab b b b

Rfd_Lss 0917 0946 0961 1141 1142 1231

Std 0.033 0.032 0031 0031 0.028 0.030
Znacajnost a a a b b b
ANTH -4.097 -4.097 -4.039 -4.027 -3.925 -3.820
Std 0.096 0.087 0.096 0.092 0.109 0.096
Znacajnost a a a a a a

CHL_a 8571 8.604 8627 8.664 8769 9.018

Std 0.112 0.105 0.117 0.117 0.132 0.117
Znacajnost a a a a a a
CRI1 7577 7803 785 7.872 7966  8.005
Std 0225 0254 0215 0.225 0.202 0.225
Znacajnost a a a a a a
CRI2 8.131 8181 8350 8372 8477 8560
Std 0.220 0248 0.220 0.220 0.210 0.198
Znacajnost a a a a a a

MCARI1 0.600 0.626 0.628 0.636 0.642 0.664

Std 0.014 0.013 0.016 0.012 0.014 0.014
Znacajnost a ab ab ab ab b
NDVI 0.799 0799 0.799 0.800 0.804 0.808
Std 0.002 0.002 0.002 0.002 0.003 0.002
Znacajnost a a a a a a
SR4 1.138 1.148 1.150 1.156 1.156 1.178
Std 0.015 0.015 0.017 0.014 0.015 0.013
Znacajnost a a a a a a

WATER1 035 0409 0417 0429 0461 0477

Std 0.041 0.046 0.052 0.044 0.046  0.046
Znacajnost a a a a a a

WI 1.294 1298 1314 1320 1330 1.343
Std 0.020 0.020 0.019 0.023 0.020 0.018
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Znacajnost a a a a a a
Dan 19

Tretmani C CT2 CT1 DT1 D D T2

Fv/Fm_Lss 0.488 0489 0494 0512 0515 0.521

Std 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002

Znacajnost a a a b b b

NPQ_Lss 0473 0485 0500 0.732 0.742 0.780

Std 0.017 0016 0.016 0014 0.015 0.016
Znacajnost a a a b b b
qP_Lss 0.262 0.266 0271 0344 0346 0.346
Std 0.006 0.006 0.006 0.006 0.005 0.005
Znacajnost a a a b b b

Qy_Lss 0.135 0.139 0139 0.169 0.172 0.172
Std 0.003 0.003 0.003 0.003 0.002 0.003
Znacajnost a a a b b b

Qy_Max 0842 0842 0843 0845 0.846 0.846
Std 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001
Znacajnost a a a b b b

Rfd_Lss 0683 0717 0722 1.050 1.051 1.063

Std 0.025 0.024 0.024 0.021 0.022 0.024
Znacajnost a a a b b b
ANTH -3.960 -3.932 -3.890 -3.508 -3.473 -3.292
Std 0.126 0.120 0.113 0.126 0.126  0.142
Znacajnost a a a ab ab b
CHL _a 8503 8563 8585 8.622 8636 8923
Std 0.146 0.116 0.129 0.123 0.129 0.129
Znacajnost a a a a a a
CRI1 8.384 8544 8727 9322 9575 9.885
Std 0345 0390 0345 0330 0.311 0.345
Znacajnost a ab ab ab ab b
CRI2 8.645 8954 8954 10.053 10.337 10.619
Std 0321 0321 0363 0307 0.289 0.321
Znacajnost a ab ab bc c c

MCARI1 0.550 0556 0568 0577 0581 0.582

Std 0.018 0.016 0.015 0.016 0.016 0.015
Znacajnost a a a a a a
NDVI 0.791 0.792 0.794 0.794 0.795 0.802
Std 0.003 0.002 0.003 0.008 0.003 0.003
Znacajnost a ab ab ab ab b
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SR4 1.179 1186 1.187 1200 1.206 1.208
Std 0.012 0.013 0.012 0.011 0.012 0.011
Znacajnost a a a a a a

WATER1 0351 0376 0383 0383 0.38  0.389

Std 0.034 0.035 0.040 0.035 0.032 0.035
Znacajnost a a a a a a
Wi 1335 1338 1339 1344 1349 1.353
Std 0.013 0.017 0015 0.015 0.015 0.014
Znacajnost a a a a a a
Dan 23
Tretmani CT1 CT2 C D DT1 DT2
Fv/Fm_Lss 0.492 0494 0494 0527 0530 0.534
Std 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002
Znacajnost a a a b b b

NPQ_Lss 0438 0466 049  0.769 0.778 0.791

Std 0.020 0.019 0.018 0.018 0.017 0.016
Znacajnost a a a b b b
qP_Lss 0282 0292 0292 0380 0.385 0.398
Std 0.006 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005
Znacajnost a a a b b b

Qy_Lss 0.153 0.155 0.157 0.189 0.189  0.199
Std 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003
Znacajnost a a a b b b

Qy_Max 0841 0842 0843 0849 0.850 0.851
Std 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Znacajnost a ab b c c c

Rfd_Lss 0.657 0709 0.737 1125 1131 1157

Std 0.023 0.022 0.021 0020 0.021 0.019
Znacajnost a a a b b b
ANTH -4.301 -4.279 -3992 -2.665 -2.639 -2.568
Std 0.103 0.097 0.108 0.108 0.108 0.122
Znacajnost a a a b b b
CHL _a 8519 8544 8779 9.012 9.186 9.311
Std 0.138 0.122 0122 0.122 0.110 0.117
Znacajnost a a ab abc bc c
CRI1 8.142 8185 8466 11333 11.939 12.663
Std 0484 0428 0428 0428 0.386  0.409
Znacajnost a a a b b b
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CRI2 8352 8376 8584 11915 12352 13.130
Std 0477 0422 0422 0422 0380 0.403
Znacajnost a a a b b b

MCARI1 0514 0522 0531 0533 0555  0.559

Std 0.021 0.019 0.019 0.018 0.019 0.017
Znacajnost a a a a a a
NDVI 0792 0792 0,797 0.798 0.801  0.803
Std 0.003 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002
Znacajnost a a ab ab ab b
SR4 1.194 1196 1.216 1.230 1.236 1.244
Std 0.009 0.009 0.010 0.008 0.008 0.009
Znacajnost a ab abc bc c c

WATERL1 0340 0342 0346 0379 0.389 0413

Std 0.023 0.026 0.029 0.025 0.026 0.026
Znacajnost a a a a a a
Wi 1.328 1329 1338 1344 1349 1.353
Std 0.011 0.011 0.011 0.011 0.013 0.010
Znacajnost a a a a a a
Dan 26

Tretmani CT1 CT2 D C DT1 DT2
Fv/Fm_Lss 0.498 0499 0505 0509 0511 0.515
Std 0.003 0.003 0.004 0.004 0.004 0.004
Znacajnost a a ab ab ab b

NPQ Lss  0.608 0729 0756 1.055 1.108  1.117

Std 0.057 0.053 0.053 0.047 0.053 0.049
Znacajnost a a a b b b
gP_Lss 0508 0529 0584 0.600 0.611  0.655
Std 0.055 0.052 0.052 0.049 0.046 0.052
Znacajnost a a a a a a

Qy_Lss 0260 0.272 0301 0301 0.311 0.339
Std 0.027 0.026 0.026 0.024 0.023 0.026
Znacajnost a a a a a a

Qy_Max 0.817 0820 0.821 0.822 0.824 0.827
Std 0.004 0.003 0.004 0.004 0.004 0.003
Znacajnost a a a a a a

Rfd_Lss 1.170 1465 1613 1907 2088 2.186

Std 0.156 0.145 0145 0.128 0.138  0.145
Znacajnost a ab abc bc c c
ANTH -5.034  -4.968 -4.760 -2.273 -2.048 -2.046
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Std 0.100 0.095 0.105 0.105 0.119 0.105
Znacajnost a a a b b b
CHL_a 8.169 8.180 8610 9.819 9905 9.947
Std 0.142 0.161 0.142 0.142 0.128 0.136
Znacajnost a a a b b b
CRI1 7278 7.310 8.016 12.628 13.043 14.023
Std 0.496 0561 0496 049  0.447 0475
Znacajnost a a a b b b
CRI2 7.457 7587 8.099 12.696 13.064 14.051
Std 0536 0.474 0474 0474 0428 0.453
Znacajnost a a a b b b

MCARI1 0461 0463 0470 0559 0594  0.603

Std 0.027 0.024 0.024 0.023 0.021 0.024
Znacajnost ab a ab bc c c
NDVI 0783 0.784 0.793 0.811 0.813 0.813
Std 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003
Znacajnost a a a b b b
SR4 1.161 1.185 1202 1202 1235 1.236
Std 0.027 0.027 0.037 0.027 0.016 0.027
Znacajnost a a a a a a

WATER1 0397 0422 0428 0483 0548 0.566

Std 0.042 0.097 0.072 0.072 0.072 0.072
Znacajnost a a a a a a
Wi 1.255 1268 1272 1311 1318 1.326
Std 0.030 0.030 0.030 0.040 0.030 0.017
Znacajnost a a a a a a
Dan 31
Tretmani CT1 CT2 D C DT1 DT2
Fv/Fm_Lss 0485 0486 0488 0512 0515 0.520
Std 0.003 0.003 0.003 0.003 0.005 0.004
Znacajnost a a a b b b

NPQ_Lss 0.554 0577 0595 0.888 0.907 0.908

Std 0.044 0049 0.057 0.040 0.043 0.039
Znacajnost a a a b b b
qP_Lss 0319 0334 0350 0438 0456  0.463
Std 0.014 0016 0.018 0.014 0.013 0.013
Znacajnost a a a b b b

Qy_Lss 0.167 0.171 0173 0214 0220 0.223
Std 0.009 0.007 0.008 0.007 0.006  0.006

162



Doktorska disertacija Prilog Igor Vukeli¢

Znacajnost a a a b b b

Qy_Max 0.836 0.837 0841 0847 0.850 0.851
Std 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
Znacajnost a ab bc cd d d

Rfd_Lss 0.787 0813 0829 1235 1303 1313

Std 0.057 0.066 0.050 0.050 0.045 0.045
Znacajnost a a a b b b
ANTH -4.804 -4.699 -4.096 -2.109 -2.096 -1.881
Std 0.267 0.267 0289 0.289 0.402 0.365
Znacajnost a a a b b b
CHL _a 8370 8416 8874 9.954 10,519 10.617
Std 0.679 0.616 0488 0488 0452 0.452
Znacajnost a a a a a a
CRI1 8591 9.302 9539 12.002 13.900 14.572
Std 1141 1.035 0819 0819 0.759  0.759
Znacajnost a a a ab b b
CRI2 9.258 10.047 10.296 12.820 14.439 14.938
Std 1158 0832 1051 0832 0770 0.770
Znacajnost a a a ab b b

MCARI1 0.380 0418 0426 0587 0.601  0.642

Std 0.053 0.058 0.042 0.039 0.039 0.042

Znacajnost a abc ab bcd cd d

NDVI 0.787 0787 0799 0811 0.815 0.818

Std 0.008 0.008 0.006 0.006 0.006 0.006

Znacajnost a a ab ab ab b
Dan 40

Tretmani DT2 DT1 D CTl1 CT12 C

Fv/Fm_Lss 0.465 0474 0480 0570 0575 0.575
Std 0.007 0.006 0.005 0.005 0.005 0.005
Znacajnost a a a b b b

NPQ_Lss 0.716  0.800 0.801 0.897 0954 1011

Std 0.024 0.025 0.027 0.028 0.030 0.036
Znacajnost a ab ab bc c c
gP_Lss 0.660 0704 0.757 0.877 0.882 0.888
Std 0.018 0.017 0.021 0.015 0.015 0.016
Znacajnost a ab b c c c

Qy_Lss 0321 0343 0357 0485 0491 0511
Std 0.010 0.009 0.012 0.008 0.009 0.008
Znacajnost a a a b b b
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Qy_Max 0783 0.784 0.787 0810 0.812 0.815
Std 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002
Znacajnost a a a b b b

Rfd_Lss 1.654 1689 1889 2274 2280 2.340

Std 0.054 0.049 0.064 0.044 0.044 0.048
Znacajnost a a a b b b
ANTH -3.384 -3.224 -3.195 -2594 -2427 -2.261
Std 0.206 0.206 0.223 0.223 0.310 0.282
Znacajnost a ab ab ab ab b
CHL_a 8388 8754 8941 9.062 9.386  9.960
Std 0439 0474 0439 0599 0.660 0.474
Znacajnost a a a a a a
CRI1 10.848 11.479 12.089 12.634 12.677 13.203
Std 1.256 1163 1163 1256 1.749  1.587
Znacajnost a a a a a a
CRI2 12.180 12.807 12.959 13.040 13.455 13.655
Std 1.227 1136 1708 1.227 1136  1.549
Znacajnost a a a a a a

MCARI1 0332 0351 0420 0519 0540 0.569

Std 0.059 0.065 0.046 0.043 0.043 0.046
Znacajnost a ab ab ab ab b
NDVI 0.777 0781 0.782 0.797 0.805 0.812
Std 0.008 0.008 0.008 0.011 0.012 0.008
Znacajnost a ab ab ab ab b
SR4 1276 1291 1292 1293 1314 1.320
Std 0.014 0.019 0.015 0.021 0.014 0.015
Znacajnost a a a a a a

WATER1 0316 0323 0331 0331 0340 0.353

Std 0.013 0.012 0.012 0.018 0.013 0.017
Znacajnost a a a a a a
Wi 1323 1324 1337 1339 1350 1.353
Std 0.009 0.012 0.009 0.009 0.009 0.013
Znacajnost a a a a a a
Dan 47
Tretmani C CT2 CT1 DT2 D D T1
Fv/Fm_Lss 0453 0459 0461 0483 0.487  0.490
Std 0.003 0.003 0.003 0.004 0.003 0.003
Znacajnost a a a b b b
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NPQ_Lss 0.606 0.683 0.699 0973 0.988 1.012

Std 0.028 0.024 0.022 0.022 0.019 0.019
Znacajnost a a a b b b
qP_Lss 0296 0297 0320 0.444 0450 0.479
Std 0.018 0.014 0.016 0.013 0.014 0.013
Znacajnost a a a b b b

Qy_Lss 0.142 0.145 0.155 0.202 0.207 0.221
Std 0.008 0.006 0.007 0.006 0.005 0.005
Znacajnost a a a b b b

Qy_Max 0.811 0.814 0.814 0.842 0.843 0.845
Std 0.001 0.002 0.001 0.002 0.002 0.002
Znacajnost a a a b b b

Rfd_Lss 0.770 0860 0.874 1362 1399 1.406

Std 0.041 0035 0.031 0.031 0.028 0.028
Znacajnost a a a b b b
ANTH -2.554  -2.243 -2.208 -2.149 -1.892 -1.776
Std 0.240 0.172 0.217 0159 0.172 0.159
Znacajnost a a a a a a
CHL_a 6.396 7.183 7.348 9.034 9.250 10.081
Std 0393 0424 0393 0536 0424 0.591
Znacajnost a ab ab bc c c
CRI1 7.752 8.073 8681 11.200 11.676 12.296
Std 0.908 0981 0.908 1365 0.981 1.239
Znacajnost a a a a a a
CRI2 10.885 11.361 11.784 11.862 12.489 13.146
Std 0943 1018 0943 1418 1.018 1.286
Znacajnost a a a a a a

MCARI1 0.357 0402 0.440 0480 0.493 0.500

Std 0.055 0.043 0.060 0.040 0.040 0.043
Znacajnost a a a a a a
NDVI 0.720 0.740 0.742 0.799 0.804 0.810
Std 0.008 0.008 0.008 0.011 0.008 0.012
Znacajnost a a a b b b
SR4 1.310 1330 1331 1338 1340 1.3%4
Std 0.019 0.019 0.020 0.019 0.023 0.025
Znacajnost a a a a a a

WATER1 0318 0321 0.344 0355 0376 0.392
Std 0.034 0.032 0026 0.026 0.026  0.028
Znacajnost a a a a a a
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WI 1284 1287 1302 1309 1314 1.328
Std 0.011 0.012 0.011 0.011 0.014 0.015
Znacajnost a a a a a a
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Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

Motnucanu-a _WUrop . Bykenuh

6poj uHaekca M3014/2015

UsjaBmwyjem
[0a je AOKTOPCKa gucepTaumja noa Hac10BOM

MoneKynapHO - dU3MONOLKN MEXaHU3MU MHTEPaKUMje Napaaajsa (Solanum lycopersicum L.) u onabpaHmnx
n3oaaTa rbusa poaa Trichoderma

L4 pe3ynTtat ConCTtBeHOor UCTpa*KMBayvkor paaga,

® [a npeasioXeHa aucepTaumja y LeNMHU HU Y AeN0BUMA Huje Buna npeanorkeHa 3a gobujarbe 6uno
Koje AMnaome npema CTy4MjCKUM NPOrpammnuma Apyrmx BUCOKOLKOICKMX YCTaHOBA,

® [a Cy pe3ynTaT KOPEKTHO HaBeaeHU U

® 3 HWCaMm KpLMo/na ayTopcKa NpaBa U KOPUCTUO MHTENEKTYaNHy CBOjUHY APYrUX Anua.

MoTtnuc aoKTopaHaa

Y beorpagay,
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LUTaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3unje AOKTOPCKOr paga

Nme 1 npesmnme aytopa Urop . Bykeauh

bpoj nHaekca M3014/2015

Ctyamjckm nporpam MosekynapHa 6monoruja

HacnoB paga MonekynapHo - GU3NMON0LWKN MeXaHU3MM MHTepaKuMje napagajsa (Solanum lycopersicum L.)

n ogabpaHux nsonata r/bmea poga Trichoderma

MeHTop npod. aAp AejaHa NaHkosuh 1 npod. Ap CBeTnaHa Pagosuh

MNoTtnucanun/a Urop A. Bykennh

M3jaBmyjem Aa je wTamnaHa Bep3nja MOr AOKTOPCKOr paja WUCTOBETHA eNIeKTPOHCKOj Bep3nju Kojy cam
npeaao/na 3a ob6jaB/buBarbe Ha NopTany AurutanHor penosutopujyma YHusepsurteta y beorpagy.

[o3Bo/baBam ga ce objaBe MOjU AIMYHM NOAaLM Be3aHUM 3a A06Mjatbe akaaeMCKOT 3Batba AOKTOPa HayKa, Kao
LUTO CY MMe 1 Npe3nme, roguHa u mecto poferba 1 gatym ogbpaHe paga.

OBM ANYHM NOZALM MOTY ce 06jaBUTU HA MPEKHMM CTPaHULLAMa AUTrMTanHe 6UbnnoTeKe, y eNeKTPOHCKOM
KaTanory u y nybamkaumjama YHmnsepsuteta y beorpaay.

MoTnuc AoKTOpaHAA

Y beorpagay,
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Mpunor 3.

U3jaBa o kopuwhekwy

Osnawhyjem YHuBep3uTetcKy 6ubnmnoteky ,CBeto3ap Mapkosuh” ga y [AurutanHu penosuTopujym
YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AMcepTaLmjy nod Hac/I0BOM:

MoneKkynapHo - DU3MONOLKN MEXaHU3MM MHTEepaKUMje napaaajsa (Solanum lycopersicum L.) u oaabpaHmnx
n3oaaTa rbusa poaa Trichoderma

KOja je moje ayTopCKo aeno.

OvcepTaumjy ca cBMM npuao3Mma npegao/na cam y eneKTPOHCKOM ¢opmaTty MOrogHOM 3a TpPajHo
apxusuparbe.

Mojy [OKTOPCKY gucepTaunjy noxpareHy y AurutanHmn penosutopmjym YHuBepsuteta y beorpagy mory aa
KopucTe CBM Koju nowTyjy oapeabe cagprkaHe y ogabpaHom Tmuny anueHue KpeatmueHe 3ajegHuue (Creative
Commons) 3a Kojy cam ce ognyy4uno/na.

1. AytopcTBo

2. AyTOPCTBO - HEKOMEpPUMjANHO

3. AyTopcTBO — HEeKomepumjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaIHO — AENUTU NOA, UCTUM YCI0BUMA
5. AytopctBo — 6e3 npepaae

6. AyTOpCTBO — AeNUTU MO UCTUM YCI0BUMA

(Monumo fa 3a0Kpy:KuUTe camo jegHYy O WecT NoHyhHeHWx NMueHUM, KpaTaK OnucC AUUEeHUM AaT je Ha
nonehuHun nucra).

MoTnuc goKTopaHaa

Y beorpagay,

1. AytopcTBo - [103BO/baBaTe YMHOXKaBake, AUCTPUOYLM)y 1 jaBHO caonwuTaBakbe Aena, U npepage, ako ce
HaBeZe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH oA CcTpaHe ayTopa WKW AaBaola NULEHLE, YaK U Yy KoMepuujaaHe
cBpxe. OBO je HajcnobogHMja 04 CBUX NULLEHLM.
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2. AyTOpCTBO — HEKOMepUumjanHo. [1o3Bo/baBaTe YMHOKaBarbe, ANCTPMBYLMjy 1 jaBHO caonLwiTaBarbe Aena, u
npepaje, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH og cTpaHe ayTopa MKW AaBaoua uvueHue. OBa
NIMLEHLA He A,03BO/baBa KOMepUuwMjanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HeKomepumjanHo — 6e3 npepage. [lo3Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe, AUCTPUBYLMjY U jaBHO
caoniuTaBarbe gena, 6e3 npomeHa, npeobiMKoBara UAK ynoTpebe Aena y CBOM Aeny, ako ce Haseae ume
ayTopa Ha HauyuH ogpeheH o4 cTpaHe ayTopa MAM pgasaoua AuvueHue. OBa /MLUEHUA He [03BO/baBa
KomepuujanHy ynotpeby aena. Y ofHoOCy Ha CBe ocTane NMLeHLe, 0BOM JINLLEHLLOM ce orpaHuyaBa Hajsehu
obum npaBa Kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpUMjanHO — AeAUTU Mo4 WCTUM yCioBMMA. [lo3Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe,
AUCTPUBYLUMjY 1 jaBHO caomwWTaBakbe Aena, U Npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaduH ogpeheH on
CTpaHe ayTopa WM 4aBaoLa JIMLEHLE W aKOo ce npepaga AMCTpMbynpa nog UCTOM UAN CIMYHOM INLLEHLIOM.
Osa /iMLeHLa He 103B0/baBa KOMepLUMjaaHy ynoTpeby Aena v npepaja.

5. AytopcTBo — 6e3 npepage. [o3Bos/baBaTe YMHOXaBake, ANCTPUBYLMjY 1 jaBHO caonwTaBake aena, bes
npomeHa, npeobMKoBarba UK yrioTpebe Aena y CBOM ey, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaunH ogpeheH
0/, CTpaHe ayTopa Uau Aasaoua nmueHue. OBa nueHLa A03B0/baBa KOMepLujaaHy ynoTpeby aena.

6. AyTOpPCTBO - ZeNUTU oA UCTUM yCcioBUMa. [J03BO/baBaTe YMHOKaBabe, AUCTPUDYLMjY M jaBHO
caoniuTaBarbe Aena, M Npepase, ako ce HaBeZe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH og cTpaHe ayTopa uau
[aBaoLl,a IMLEHLE M aKo ce nNpepaga Anctpmbymnpa nog UCTOM UAN CAUYHOM AunLeHL oM. OBa AnLeHua
[,03B0O/baBa KOMepUujanHy ynoTpeby aena u npepasa. CamyHa je copTBEpPCKUM AnLEHLLA@Ma, OLHOCHO
NMueHuama OTBOPEeHOr Koaa.
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