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Izvod:

1Z

Prilikom proizvodnje paradajza u zasticenom prostoru Cesto dolazi do pojave stresa
usled povecane zaslanjenosti supstrata, Sto je posledica intenzivnog prihranjivanja,
koriS¢enja neadekvatne vode za navodnjavanje i nemogucnosti prirodnog ispiranja
zemljista. Jedna od najpopularnijih metoda kojom se mogu prevazici problemi gajenja
biljaka u ovakvim uslovima, a koja nema nikakvih §tetnih posledica za okolinu, je
kalemljenje. Stoga je cilj ovog rada bio da se ispita stepen morfoloskih. biohemijskih i
fizioloskih promena koje nastaju kod dva hibrida paradajza (Buran F1 i Berberana F1),
gajenih iz kalemljenog i nekalemljenog rasada, u prisustvu razli¢itih koncentracija soli
(NaCl) u podlozi (EC 1.7 dS m™ (kontrola), 3.8 dS m™ (S1),6.9 dS m™ (S2) i 9.1 dS
m™? (S3)). Dvanaest nedelja nakon sadnje, u fenofazi plodonoSenja izmereni su
intenzitet fotosinteze, transpiracije i protok gasova kroz stome. Uzorkovani su listovi i
u njima je ispitana aktivnost antioksidantnih enzima (SOD, askorbat peroksidaza i
klasa Il peroksidaza). 1zmerena je masa potpuno zrelih plodova sa prve plodonosne
grane (uzorkovanih u isto vreme kada i listovi) i u njima su izmerene koncentracije
likopena, askorbinske kiselina, fenolnih jedinjenja i ukupni antioksidacioni kapacitet.
Razlic¢iti nivoi zaslanjenosti supstrata u ogledima doveli su do zna¢ajnih promena u
rastu i metabolizmu ispitivanih hibrida paradajza. Ustanovljena je razlika u reakciji
kalemljenih i nekalemljenih hibrida paradajza na S1, S2 i S3. SOD i askorbat (AA) su
imali kljuénu ulogu u antioksidativnoj zastiti biljaka, dok je u dugoroénom odgovoru
paradajza na S1, S2 i S3, tokom faze zrenja, uloga peroksidaza bila manje znacajna.
Konstatovana je interhibridna razlika u aktivnosti SOD i AA. Tokom dvanaest nedelja
izloZenosti biljaka paradajza sonom stresu biljke su se dobro adaptirale, na §ta ukazuje
povecan sadrzaj AA, kao 1 odnos AA/DHA, S§to je verovatno posledica brze
regeneracije AA. Takode, kalemljene biljke su imale nizi sadrzaj neenzimskih
antioksidativnih komponenti u listovima i plodovima kod oba ispitivana hibrida, na
svim nivoima povecane zaslanjenosti supstrata. Prose¢na masa plodova kalemljenih
biljaka je, u zavisnosti od nivoa zaslanjenosti supstrata, bila za 40% do 60% veca u
poredenju sa nekalemljenim, §to je veoma vazno sa trZiSnu vrednost proizvodnje.
Rezultati ove disertacije su omogucili da se sagleda 1 kvantifikuje uticaj kalemljenja na
tolerantnost paradajza prema povecanoj koncentaciji soli u podlozi, Sto je veoma
znacajno za proizvodnju ove vrste povrca.
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Stress conditions often occur during the tomato production in greenhouses due to
increased substrate salinity, which is the result of intensive fertilization, use of
inadequate water for irrigation and impossibility of natural soil rinsing. One of the
widely used methods by which the problems of plant cultivation under increased
salinity can be overcome, and which has no harmful effects on the environment, is
grafting. Therefore, the aim of this research was to examine the level of
morphological, biochemical and physiological changes occurring in two tomato
hybrids (Buran F1 and Berberana F1) grown from grafted and non-grafted seedlings in
the presence of different salt concentrations (EC 1.7 dS m™ (control), 3.8 dS m™ (S1),
6.9 dS m? (S2) and 9.1 dS m™ (S3)). Twelve weeks after planting, in fruiting
phenophase, intensity of photosynthesis, transpiration and gas exchange through
stomata were measured. Leaves were sampled and the activities of antioxidant
enzymes (SOD, ascorbate peroxidase and class Il peroxidase) in them was assessed.
The weight of fully mature fruits from the first fruiting branch (sampled at the same
time as the leaves) was measured and the concentrations of lycopene, ascorbic acid,
phenolic compounds and total antioxidant capacity were measured in them. Different
levels of substrate salinity in experiments led to significant changes in the growth and
metabolism of the examined tomato hybrids. The difference in the reaction of grafted
and non-grafted tomato hybrids to S1, S2 and S3 was found. SOD and ascorbate (AA)




played a key role in the antioxidant protection, while in the long-term response of
tomatoes to S1, S2 and S3, during the ripening phase, the role of peroxidases was less
significant. Inter-hybrid differences in SOD and AA activity was also found. During
the twelve weeks of exposure of tomato plants to salt treatments, the plants adapted
well, as indicated by the increased AA content, as well as the AA/DHA ratio, which is
probably the result of rapid AA regeneration. Moreover, the concentration of non-
enzymatic antioxidant components in the leaves and fruits of both examined hybrids,
was lower in grafted plants, at all levels of increased substrate salinity. The average
weight of fruits of grafted plants, depending on the level of substrate salinity, was 40%
to 60% higher compared to the non-grafted, which is very important for the market
value of tomato production. The results of this dissertation have made it possible to
perceive and quantify the effect of grafting on tomato tolerance towards the increased
salt concentration in the substrate, which is very important for the successful
production of this vegetable.
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Morfo-fizioloske osobine paradajza u uslovima povecanog saliniteta

1. UvOD

Paradajz (Lycopersicon esculentum Mill.) je jedna od najznacajnih povrtarskih kultura
koja se konzumira Sirom sveta i visok prinos i kvalitet su veoma bitni za ekonomski uspeh
proizvodnje. Prema podacima FAO za 2013 godinu, povrSine pod paradajzom u svetu
iznosile su 4,725.417 hektara sa prosenim prinosom od 34,7 t h™* (FAO, 2013). Najveéu
prose¢nu i ukupnu proizvodnju u proteklih 20 godina ostvarile su: Kina, SAD, Indija, Turska
i Egipat. Paradajz sadrzi u sebi dosta lekovitih materija i ima antioksidativno i antisepti¢ko
dejstvo na ljudski organizam. Jedan je od bogatijih izvora askorbinske kiseline i vitamina B
grupe, te sadrzi esencijalne mineralne elemente kao $to su kalijum, natrijum, magnezijum,
kalcijum, bakar i gvozde. Od svih fitohemikalija prisutnih u paradajzu, najve¢i deo
istrazivanja je fokusiran na likopen — dominantan karotenoid i jedan od najsnaznijih
antioksidanata u prirodi, sa dva puta ve¢om sposobnos¢u neutralisanja singletnog kiseonika
od B-karotena i 10 puta ve¢om od a-tokoferola (Agarwal i Rao, 2000). Mnoga istrazivanja
potvrduju dejstvo likopena kao aktivne komponente u prevenciji raka, kardiovaskularnih
bolesti i usporavanja starenja Celija (Gerster, 1997; Abdel-Monaim, 2012; Di Franco i sar.,
2012). Pored likopena, paradajz takode sadrzi i umerene kolic¢ine f-karotena, koji predstavlja
provitamin A, kao i luteina, pri ¢emu oba karotenoida pokazuju antioksidativnu aktivnost
(Capanoglu 1 sar. 2008; Chanforan i sar. 2012). Plod paradajza sadrzi i druge snazne prirodne
antioksidanse, kao §to su fenolna jedinjenja (Martinez-Valverde i sar., 2002; Willcox i sar.,
2003; Canene-Adams i sar., 2005; Adalid i sar., 2010). Za razliku od askorbinske kiseline,
koja je veoma osetljiva na povisene temperature, likopen 1 fenolna jedinjenja su otporniji na
toplotne tretmane, tako da predstavljaju glavne antioksidante u proizvodima od paradajza
(Navarro-Gonzélez i sar., 2011). Pored primene u svezem stanju, preko 80% proizvedenog
paradajza u svetu konzumira se u obliku preradenih proizvoda (Gould, 1992). Industrijska
prerada paradajza daje veliki broj razli¢itih proizvoda: sok, koncentrisani proizvodi od
paradajza, paradajz u prahu, pelat, sos 1 kecap (Niketi¢c-Aleksi¢, 1988; Capanoglu i sar., 2008;
Celma i sar., 2009; Lenucci i sar., 2013). Njegova potrosnja u svetu je u stalnom porastu zbog
toga Sto je na trziStu dostupan sve veci broj prehrambenih proizvoda ¢iji je sastojak paradajz,
kao 1 zbog sve vece popularnosti takozvane ,,mediteranske ishrane®, u kojoj je paradajz jedna
od glavnih komponenti, a koja je, prema mnogim istraZivanjima, povezana sa smanjenim
rizikom od oboljevanja od hroni¢nih bolesti (Goni i Hervert-Hernandez, 2011; Pinela i sar.,

2012; Di Lecce i sar., 2013). Zbog svega navedenog paradajz spada u tzv. funkcionalnu hranu
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koja pozitivno uti¢e na fizioloSke i metabolicke funkcije ljudskog organizma, obezbeduje
prevenciju bolesti vezanih za ishranu, kao 1 unapredenje fizicke sposobnosti i mentalnog
zdravlja pojedinca (Stahl i Sies, 1992; Rao i sar., 1998; Rao i Agarwal, 1999; Diplock i sar.,
1998; Gibson i Williams, 2000; Hasler, 2002).

Proizvodnja povréa u zasti¢enom prostoru svrstava se medu najintezivnije u biljnoj
proizvodnji. Zasti¢eni prostor obezbeduje smanjenje rizika od uticaja nepovoljnih klimatskih
uslova tokom jesenjeg, zimskog i prolecnog perioda, ali i vrlo uspe$nu zastitu od visokih
temperatura u letnjim mesecima. Rezultat upravljanja mikroklimatskim uslovima tokom
¢itave godine, shodno bioloskim zahtevima gajene biljke, jeste znaCajno povecanje prinosa
po biljci (Kastori i sar., 2013). U Republici Srpskoj dominira proizvodnja u plastenicima
tunelskog tipa bez dodatnog zagrevanja, gde je paradajz kao vrsta najzastupljeniji. Medutim,
u plastenickom uzgoju usled intezivne prihrane i nemogucnosti prirodnog ispiranja zemljista
Cesto dolazi do pojave sonog stresa (Taiz i Zeiger, 2010). Osnovnim razlogom nastale
salinizacije smatra se upotreba neadekvatne bunarske vode za navodnjavanje (koja ima veci
EC- elektroprovodljivost (engl. electric conductivity) i/ili preterana upotreba dubriva
(Kotuby-Amacher i sar., 2000; Munns i sar., 2004). Povisena koncentracija osmolita u
zemljiStu pokreée lancane promene u ekoloskim uslovima koji dalje uslovljavaju metabolicke
procese u biljkama. U ovakvim uslovima najveci problem za biljke predstavlja vodni deficit
koji se javlja kao posledica osmotskog disbalansa (Bohnert, 2007), te visoka koncentracija
Na* koja u zemlji§nom rastvoru moze izmeniti odnos Na*/Ca®" ili Na'/K* (Grattan i Grieve,
1999). Intenzivna prihrana i navodnjavanje bunarskom vodom, pored sonog stresa i
nepovoljnog finansijskog u¢inka predstavlja i ekolosko opterecenje. Da bi se posledice stresa
uzrokovane povecanom koncentracijom soli eliminisale ili umanjile, u biljkama se aktiviraju
antioksidativne adaptivne reakcije.

Paradajz je jedna od povrtarskih kultura kod koje se primenjuju specijalne i specifi¢ne
agrotehnicke mere, a u cilju dobijanja veceg kvaliteta i prinosa. Jedan od nacina spreavanja
gubitaka u proizvodnji usled povecane koncentracije soli u zemljistu je kalemljenje (Estan i
sar., 2005). Kalemljene biljke imaju jaCe razvijen koren koji je u mogucnosti da usvoji vecu
koli¢inu vode i hranjivih materija, §to direktno utice na nutritivni status u plodu (Miskovic i
sar., 2005).

Veéina literaturnih podataka vezanih za antioksidativne strategije, te nacin tolerancije i
adaptacije biljaka paradajza gajenih u uslovima povecane zaslanjenosti bazirana je na

hidroponski uzgajanim biljkama i to na nivoima pocetnog stresa u fenofazi listanja. S toga, od
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izuzetnog je znacaja poznavanje morfo-fizioloskih procesa u kasnijim fazama rasta i razvica,

ukljucujuéi fazu plodonosenja, koji bi mogli ukazati na znacaj kalemljenja za prilagodavanje
biljaka na povecanu zaslanjenost supstrata.

3
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2. CILJISTRAZIVANJA

Cilj ove disertacije je ispitivanje stepena morfoloskih i biohemijsko-fizioloskih adaptacija
dva hibrida paradajza (Buran F1 i Berberana F1), gajenog iz kalemljenog i nekalemljenog
rasada, u fazi plodonosenja, na prisustvo razli¢itih koncentracija NaCl u podlozi- EC 1,7 dS
m™ (kontrola- K), 3,8 dS m™ (S1), 6,9dS m™ (S2) i 9,1 dS m™ (S3).

Dobijeni rezultati ¢e omoguciti jasniji uvid u antioksidativni metabolizam i stepen morfo-
fizioloskih adaptacije biljaka paradajza dvanaest nedelja nakon pocetne izlozenosti
abiotickom stresu zaslanjenog zemljiSta. Takode, ispitace se znacCaj kalemljenja, kao

agrotehnicke mere, za povecanje prinosa i kvaliteta ploda paradajza u ispitivanim uslovima.
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3. PREGLED LITERATURE

3.1. Paradajz i kalemljenje paradajza
Paradajz (Lycopersicon esculentum Mill.) je samooplodna, vaskularna (podcarstvo
Tracheobionta), cvetajuéa (razdeo Magnoliophyta), dikotiledona (klasa Magnoliopsida) biljna
vrsta koja pripada familiji pomoc¢nica (Solanaceae). Ova familija obuhvata vise od 3000
vrsta, medu kojima se nalaze i brojne ekonomski znacajne biljne vrste (paprika, krompir,
duvan i plavi patlidzan) poreklom iz Starog i Novog sveta (Knapp, 2002). Taksonomija
paradajza se menjala, i trenutno, iako ga veéina taksonoma svrstava u rod Solanum, naziv
Solanum lycopersicum jos§ uvek nije u tolikoj meri prihvacen od strane oplemenjivaca (Ji i
sar., 2007). Medutim, u nauc¢noj literaturi u upotrebi su i naziv Lycopersicon esculentum Mill.
(Hasanuzzamani sar., 2013; Misbaudeeni sar., 2015 ), ali i naziv Solanum lycopersicum
(Khairii sar., 2015; Mehari i sar., 2015; Sun i sar., 2015).
Rast, razvice i plodonoSenje paradajza zavise od uslova u kojima se nalazi. Za optimalan
prinos neophodni su povoljni temperaturni uslovi, dovoljno svetlosti, dobra struktura
zemljista 1 odredena koli¢ina hraniva. Prilikom gajenja, veoma je vazno izabrati

odgovarajucu sortu i hibrid za konkretne agroekoloske uslove i odabrani na¢in proizvodnje
(SI. 2).

Slika 1. Hibrid Buran F1 (A) i hibrid Buran F2 (B) (original)
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Paradajz je odli¢na model biljka i za osnovna i primenjena istrazivanja iz vise razloga, kao
Sto je mogucénost gajenja u razli¢itim uslovima, neosetljivost na fotoperiodizam, relativno
kratka vegetacija, visoki stepen samooplodnje i homozigotnosti, veliki reproduktivni
potencijal, te lakoc¢a kontrole polinacije i hibridizacije (Ji i sar., 2007). Sem toga, paradajz
predstavlja diploidnu vrstu (2n=24), relativno malog (900Mb) genoma (International Tomato
Genome Sequencing Project- SOL, 2012) pogodnu za aseksualnu propagaciju, duplikaciju
gena, kulturu protoplasta, celija i tkiva (McCormick i sar.,1986; Peterson i sar.,1998;
Arumuganathan i Earle, 1991) i regeneraciju cele biljke (Fillatti i sar., 1987). Pored toga,
paradajz je odgovarajuca model biljka za moguénost razvoja haploida (Zagorska i sar., 1998)
i dostupnosti velikog broja mutanata (Menda i sar., 2004). Od 1970-ih godina jak naglasak je
na proizvodnji F1 hibrida paradajza (Foolad, 2007). Visoke (indeterminantne) hibride
odabrane za ovo istrazivanje karakteriSe neograni¢eni Visoki rast stabla i bujno grananje.
Ovaj tip hibrida moze narasti i do 400 cm (LeSi¢ i sar., 2004).

Novija istrazivanja u poljoprivredi su trenutno posvecena implementaciji tehnologija,
koje ne samo da dovode do povecanja prinosa biljaka u stresnim abioti¢kim i biotickim
uslovima, nego i do poboljsanja njihovog nutritivnog kvaliteta sa naglaskom na bioaktivna
jedinjenja (Chavez-Mendoza i sar., 2013). Jedna od tih tehnologija je i kalemljenje biljaka
(Rouphael i sar., 2010) - dobijanje autonomne jedinke iz dve biljke (Osuna-Avila i sar.,
2012). Tehnika kalemljenja se primenjuje u razli¢ite svrhe kao $to su povecanje otpornost
prema razli¢itim patogenima, salinitetu, suSi, bolje usvajanje vode i1 hranjivih materija,
poboljsanje vitalnosti biljke, te jace performanse i tolerantnost pod uticajem razli¢itih faktora
sredine (Fernandez-Garcia i sar., 2004 a, b; Sivritepe i sar., 2008; Savvas i sar., 2010). Osim
toga, kalemljenje smanjuje potrebu za dubrenjem zemljista i primenom razli¢itih hemikalija
(pesticida i insekticida), te kod velikog broja biljaka poboljsava kvalitet ploda i podstice
produkciju specifi¢nih fitohemijskih jedinjenja (Martinez-Ballesta i sar., 2008). Dosadasnja
istrazivanja pokazuju da kalemljenje poboljsava adaptaciju biljaka paradajza u uslovima
sonog stresa (Santa-Cruz i sar., 2001, 2002). Obzirom da su oSte¢enja biljke i gubitak prinosa
kod paradajza u uslovima poveéane zaslanjenosti supstrata povezani sa prekomernom
akumulacijom Na* i CI” jona u listovima (Cuartero i Fernandez-Munoz, 1999), kao podloga
za kalemljenje najceS¢e se bira korenov sistem koji osim S$to pojacano usvaja vodu i
mineralne materije ima sposobnost smanjenog usvajanja i transporta Na* i CI” jona u biljci
(engl. salt exclusion) (Lee, 1994; Oda, 1995; Bersi, 2002). lako kalemljene biljke imaju veci

prinos i veli¢inu ploda (Flores i sar., 2010) postoji znacajna polemika o tome da li kalemljene
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biljke imaju i bolji kvalitativni sastav ploda. Istrazivanje Turhan i sar. (2011) ukazuje da
kalemljenje paradajza na razli¢ite podloge dovodi do pogorSanja kvaliteta ploda koje se
ogleda npr. u smanjenju koncentracije askorbinske kiseline i ukupnih Se¢era. Suprotno tome,
Fernandez-Garci 1 sar. (2004) su pokazali da su biljke paradajza gajene u uslovima
povecéanog saliniteta i Kalemljene na razli¢ite podloge imale veci prinos i veci sadrzaj Secera i

u kontrolnim i u stresnim uslovima.

3.2. Zaslanjenost supstrata

Stres usled povecane koncentracije soli u zemljistu dovodi do promena u razliitim
morfoloskim (Jaleel i sar., 2008), fizioloskim, biohemijskim i metaboli¢kim procesima u
biljci, zavisno o teZini i trajanju stresa, i na kraju ugrozava proizvodnju useva (Navarro i sar.,
2002; Bustan i sar., 2005 Munns, 2005; Rozema i Flowers, 2008; Khan i sar., 2010;
Rahnama i sar., 2010; James i sar., 2011). Visoka koncentracija soli u zemljistu uti¢e na rast
I razvoj biljke na nekoliko nacina- dovodi do vodnog, osmotskog i oksidativnog stresa,
toksi¢nosti jona, poremecaja U usvajanju hraniva, izmene u metabolickim procesima,
poremecaja u ¢elijskoj membrani, diobi i izduzivanju ¢elija (Hasegawa i sar., 2000; Munns,
2002; Zhu, 2007).

Prema USDA Klasifikaciji, zemljista sa povecanom koncentracijom soli su definisana na
osnovu elektricne provodljivosti rastvora ekstrahovanog iz vodno saturisane paste (ECe,
Electrical Conductivity of extract). Kao grani¢na vrednost se koristi elektri¢na provodljivost
od 4 dS m™= 40 mM NaCl ili vise.

Na osnovu elektroprovodljivosti zemljista su podeljena na:
> slana zemljista (ECe > 4 dS m™) koja imaju visoku koncentraciju rastvorenih soli
koja svojim osmotskim i jonskim efektom inhibiraju rastenje biljke,
> sona zemljidta (ECe < 4 dS m™) koja imaju malu koncentraciju rastvorenih soli, ali
visok procenat razmene sa dvovalentnim katjonima ili vezivanja za anjone gline i
organske materije.
Sto je veéa koncentracija soli u vodi, veca je elektroprovodljivost (Taiz i Zeiger, 2010).
Dosadasnja istrazivanja efekta povecanog saliniteta na rastenje i razvice biljaka su
pokazala da postoji dvofazni odgovor biljke na osmotski i jonski stres. U prvoj fazi, usled
pojave osmotskog stresa i povecane koncentracije soli zemljisnog rastvora oko korena dolazi
do brzog smanjenja rasta biljaka. Reakcije koje su sli¢ne efektima suse se desavaju za vrlo

kratko vreme, nekoliko minuta nakon izlaganja stresu i odgovor biljke nastaje zbog smanjene

7
Ivana Koleska dipl.inz.-master, Doktorska disertacija


http://www.intechopen.com/books/abiotic-stress-in-plants-mechanisms-and-adaptations/salinity-stress-and-salt-tolerance#B27
http://www.intechopen.com/books/abiotic-stress-in-plants-mechanisms-and-adaptations/salinity-stress-and-salt-tolerance#B48
http://www.intechopen.com/books/abiotic-stress-in-plants-mechanisms-and-adaptations/salinity-stress-and-salt-tolerance#B48
http://www.intechopen.com/books/abiotic-stress-in-plants-mechanisms-and-adaptations/salinity-stress-and-salt-tolerance#B84

Morfo-fizioloske osobine paradajza u uslovima povecanog saliniteta

sposobnosti biljke da apsorbuje vodu. Rastenje izdanka je mnogo osetljivije od korena, tako
da u ovoj fazi dolazi do inhibicije rastenja, pre svega mladih listova (Munns, 2002; Flowers,
2004).

U toku druge faze koja je sporija i odvija se u duzem vremenskom periodu (nedelje ili
meseci) redukcija rastenja je rezultat akumulacije soli u listovima, sto dovodi do toksicnog
efekta jonskog stresa. Efekat se primarno javlja kod starijih listova koji su ve¢ zavrsili
rastenje i koji imaju smanjenu sposobnost kompartimentacije soli u vakuoli. Kod mladih
listova inhibicija rastenja nastaje usled smanjenja pojave listova i fotosintetskog kapaciteta
koji je nedovoljan za obezbedivanje asimilata mladih listova, sto dodatno smanjuje rastenje,
dok kod starijih listova dolazi do ubrzanog starenja i uginuca, posebno kod osetljivih biljaka
(Larcher 1980; Munns i Termaat, 1986; Cramer i Nowak, 1992; Hasegawa i sar., 2000;
Munns, 2002). Visoka koncentracija Na* i CI” toksi¢no deluje na enzimski i membranski
sistem biljke (Nazarbeygi i sar., 2011). U uslovima stresa dolazi do smanjenja fluidnosti
membrana zbog povecanja nivoa saturisanih zasi¢enih fosfolipida, kao i denaturacije ili
agregacije proteina Sto vodi promeni propustljivosti i izlasku jona iz celije. Pri visokoj
koncentraciji Na* zamenjuje Ca®" iz Celijskog zida i plazmaleme dovodeéi do promena u
ekstenzibilnosti zida i membranskoj propustljivosti, koja se detektuje kao izlaZenje K" iz
éelije (Stiki¢ i Jovanovié¢, 2015). Visoka koncentracija Na* poveéava i broj intramembranskih
vezikula §to ukazuje na dezorgaznizaciju membrane i povecanu kompartimentaciju (Stikic i
Jovanovié, 2015). Pri visokoj koncentraciji soli Na*, inhibira se H'/ATP-aza i menja se
elektrohemijski gradijent i aktivnost antiporta Na*, §to uti¢e na ukupan transport jona i
odrzanje jonskog homeostazisa. Negativan efekat Na* se ne ispoljava samo na ravnotezu
koncentracije jona, nego i na ukupni mineralni status, jer kompeticijom sa K" za aktivno
mesto na transporteru on moze da zameni K* i da tako uti¢e na aktivnost mnogih enzima, kao
i na biosintezu proteina za koje je K* esencijalan.

Povecana zaslanjenost zemljiSta moze imati razli¢ite efekte na rast i razvoj paradajza. S
jedne strane, paradajz spada u grupu biljaka koje dobro podnose zaslanjeno zemljiste, ali sa
druge strane i kod njega pri EC ve¢oj od 3 dS m™dolazi do znadajnih osteéenja (Sonneveld i
Van der Burg, 1991; Jones i sar., 1994; Cuartero i Fernandez-Munoz, 1999). Istrazivanja
ranim fazama razvoja nego u kasnijim, $to su potvrdila i istrazivanja Kiitiik i sar. (2004).
Poveéavanjem koncentracije soli preko 3 dS m™ u zoni korena dolazi do ogranienja u rastu

ploda (Adams i Ho, 1989; Adams 1991; Willumsen i sar., 1996; Cuartero i Fernandez-Mufioz
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1999; Navarro i sar., 2006), a na veoma visokim nivoima saliniteta smanjuje se intenzitet
fotosinteze, broj plodova po biljci (Cuartero i Fernandez-Mufioz, 1999), smanjuje se veli¢ina
ploda, ukupan prinos, i uzrokuje vr$no truljenje ploda (Saito, 2006). Prema Adams i Ho
(1989), Van leperen i sar. (1996) i Olympios i sar. (2003), broj plodova po biljci je smanjen
kada je nivo saliniteta u zoni korena 8 dS m™ ili ve¢i. S druge strane umereno poveéana
koncentracija soli u zemljistu moze poboljsati kvalitet ploda s obzirom da u tom stanju dolazi
do poveéanja sadrzaja karotenoida, Secera, organskih i amino Kiselina koje doprinose
njegovim boljim senzornim osobinama (De Pascale i sar., 2001; Krauss i sar., 2006; Ali i
Ismail, 2014).

Efekti povecane zaslanjenosti supstrata na paradajz su reverzibilni. Prema istraZivanju
Stanghellini i sar. (2002) kod paradajza izloZenog salinitetu od EC 9 dS m™ dolazi do
potpunog oporavka delova koji nisu dostigli brzu fazu rasta nakon ispiranja soli iz zone

korenovog sistema.

3.3. Antioksidativni metabolizam biljaka u uslovima poveéanog

saliniteta

Prekomerna produkcija slobodnih radikala u bioloskim sistemima kontrolisana je
kompleksnim mehanizmima koji obuhvataju antioksidativni sistem, enzime, proteine i druge
biomolekule koje su u stanju da inhibiraju stepen inicijacije, propagacije ili da obnove
strukture ostecene dejstvom slobodnih radikala. Usled fizioloske suSe i naruSene jonske
ravnoteze kod povecanog zemljiSnog saliniteta u biljnim c¢elijama dolazi do hiperprodukcije
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) (Ahmad i sar., 2011). Prema Fraga i Oteiza (2002)
antioksidativne komponente su sve one komponente koje su u stanju da sprece proces
oksidacije. Dakle, funkcija antioksidanta ili antioksidativnih sistema je u spreCavanju
formiranja ili uklanjanju ROS prije nego $to ostete vitalne komponente Celija (Sies, 1993;
Zhang i sar., 2013), odnosno u odrzavanju nivoa ROS na optimalnom nivou. U uslovima
stresa kada je povecana proizvodnja ROS vaznu ulogu ima raznolik i kooperativan enzimski i
neenzimski antioksidativni sistem koji modulira meducelijsku koncentraciju ROS 1 odreduje

redoks status ¢elije (Foyer i Noctor, 2000; Apel i Hirt, 2004; Sharma i sar., 2012).
Enzimski antioksidansi imaju primarnu funkciju u uklanjanju slobodnih radikala iz ¢elije, a
u okviru njih kao indikatori stresa su znacajni superoksid dismutaza, peroksidaze i askorbat
peroksidaza. Nacin njihovog delovanja je specifi¢an i selektivan, zavisno od vrste enzima i

reakcije koju katalizuju, ali kona¢ni rezultat svih tih reakcija je uklanjanje slobodnih radikala
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ili njihova transformacija u nereaktivna jedinjenja. Kao posledica procesa fotosinteze u
biljkama dolazi do stvaranja molekularnog kiseonika i u ovakvom okruzenju dolazi do
spontanog "isticanja” elektrona iz elektron- transportnog lanca koji onda veoma lako mogu da
reaguju sa O, sto dovodi do nastanka ROS (Halliwell i Gutteridge, 1999). Medu reaktivne
kiseonicne vrste se pored slobodnih radikala ubrajaju i neradikalski oblici koji su, takode,
oksidacioni agensi i lako prelaze u radikale. Jedna od neizbeznih posledica stresa usled
povecane koncentracije soli u zemljiStu je povecana proizvodnja ROS u razlicitim ¢elijskim
kompartmentima, a najvise u hloroplastima, peroksizomima i mitohondrijima (Mittova i sar.,
2004). Najcesce se pojacano generiSu vodonik peroksid i superoksid (Chawla i sar., 2013), ali
je takode uoceno povecanje koncentracije singlet kiseonika 1 hidroksi radikala (Apel 1 Hirt,
2004; Mahajan i Tuteja, 2005; Esfandiari i sar., 2007; Ahmad i sar., 2012). Salinitetom
indukovane ROS mogu dovesti do oksidativnih oste¢enja na svim ¢elijskim nivoima, po¢evsi
od DNK do proteina, lipida i drugih biomolekula ugrozavajuci na taj nacin vitalne funkcije
biljne ¢elije (Arora i sar., 2002; Gill i Tuteja 2010; Ahmad i sar., 2011). Biljke kao sesilni
organizmi u slufaju nastanka oksidativnog stresa reaguju intenzivnim metabolickim
prilagodavanjima na molekularnom, biohemijskom te fizioloskom nivou, koja ipak na kraju
najc¢esce rezultiraju smanjenjem prinosa (Munns, 2005; Rozema i Flowers, 2008; Rahnama i
sar., 2010; James i sar., 2011).

Neenzimski antioksidansi su jedinjenja razlicite prirode koja se stvaraju u biljci, a imaju
takode sposobnost da neutralizuju negativno delovanje slobodnih radikala. Jedni od vaznijih
neeznimskih antioksidansa koji se sintetiSu u biljnim ¢elijama, a od ¢ijeg sadrzaja u velikoj
meri zavisi odbrambeni antioksidativni mehanizam biljke su karotenoidi, askorbinska kiselina
i fenolna jedinjenja (Kaur i Mondal, 2014).

Usled sve veceg 1 izraZenijeg problema sa primarnom i sekundarnom salinizacijom
poljoprivrednih povrSina i velikih ekonomski gubitaka usled toga, istrazivanja mnogih
naucnika su fokusirana na pronalazenje nacina za reSavanje ovog problema. Takode, mnoga
istraZivanja usmerena su Na povezanost stresa izazvanog pove¢anom zaslanjenos$¢u supstrata i
antioksidativnog sistema zaStite u biljkama (Shalata i Tal, 1998; Dat i sar., 2000; Van
Breusegem i sar., 2001; Arora i sar., 2002; Borsani i sar., 2003).

Poslednjih godina uloga biljnog antioksidativnog sistema postaje glavni fokus nau¢nika

koji se bave fiziologijom stresa.
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3.3.1. Enzimski antioksidansi

Mnoga istrazivanja su pokazala pozitivnu korelaciju izmedu otpornosti na stres izazvan
povecéanom zaslanjenosti supstrata i enzimske antioksidativne aktivnosti (Mittova i sar.,
2004; Misra i Gupta., 2005; Chawla i sar., 2013; Gill i sar., 2013; Manaa i sar., 2013).
Povecanje koncentracije ROS-a u uslovima stresa funkcioniSe kao alarmni signal koji
pokrec¢e aklimatizacijske/odbrambene odgovore od strane posebnih puteva prenosa signala
koji uklju¢uju H,0O; kao sekundarnog glasnika. Takode je utvrdeno da je povecana aktivnost
peroksidaza u korenu paradajza povezana sa otporno$¢u biljke na povecanu zaslanjenost
supstrata (Mohammad i sar., 1998).

Superoksid-dismutaze (SOD, EC 1.15.1.1), katalaze (CAT, EC 1.11.1.6), askorbat
peroksidaze (APX, EC 1.11.1.11), i peroksidaze klase Il (POD, EC 1.11.1.7) koje Koriste
razlicita fenolna jedinjenja kao supstrat (gvajakol, kafei¢na, feruli¢na ili hlorogenska kiselina)

predstavljaju primarnu antioksidativnu odbranu (SI. 2).

Peroxidase
Chloroplast
0, ° "5 ~ MDA \\ = MD
H,0 MDA
- SOD N 20,
01 LOZ' —" H202 e \Ascorbate o= \p 'Ascorbate
Photosynthetic electron transport system H,O H.O
}Q+" 2
¥ Mg
H,0. ,qsc
k bate
O;  Phosphoglycerate
cytosol
0, o, Glycolate L 425
» o 905 50/
X0 G AN/ Adcorbate
v soD A Respiratory electron transport system
07— ® Glyoxylate
X 2 2 CAT oy Mitochondria

. H,0+0,
Peroxisome

Slika 2. Reaktivne vrste kiseonika (ROS) produkovane u fotosintetskim Celijama i antioksidativni enzimi
uklju€eni u njihovu eliminaciju: GO, glikol oksidaza; 3PGA, 3-fosfoglicerat; RuBisCo, ribuloza 1,5-bifosfat
karboksilaze/oksigenaza; RuBP, ribuloza 1,5-bifosfat; SOD, superoksid dismutaza; XO, ksantin oksidaza; CAT,
katalaza; APX, askorbat peroksidaza (Das i sar., 2015).

Aktivnost antioksidantnih enzima moze da varira u zavisnosti od genotipa same vrste
(Unyayar i sar., 2005). Prema istrazivanju Dasgan i sar. (2003) aktivnost enzima koji sadrze

Fe je specifi¢na i razlikuje se kod razli¢itih hibrida paradajza.
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3.3.1.1 . Superoksid- dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1)

Superoksid dismutaza je jedan od krucijalnih enzima koji Stite biljnu celiju od
oksidativnih ostecenja (Fridovich, 1986) smanjuju¢i povecanu koncentraciju superoksid
radikala u ¢eliji (Slooten i sar., 1998). Unutar ¢elije SOD c¢ine prvu liniju odbrane (Alscher i
sar., 2002). Superoksid dismutaza je glavni ,,hvatac* superoksida O, i ova enzimska reakcija
rezultuje formiranjem H,O, i O, koji se dalje eleminiSu posredstvom drugih enzima
(katalaze, peroksidaza) (Bowler i sar., 1992; Meloni i sar., 2003).

SOD je metaloprotein i tokom evolucije je nastalo vise klasa enzima, §to se povezuje sa
dostupnos§cu razli¢itih metala kroz razli¢ite geoloSke ere (Alscher i sar., 2002). Superoksid-
dismutaze su veoma vazan dio antioksidativnog metabolizma u gotovo svim c¢elijama
izloZzenim kiseoniku (Sigaud-Kutner i sar., 2002). Klasifikuju se prema svojim metalnim
kofaktorima u tri poznate grupe:

e Bakar — cink superoksid dismutaza (Cu/Zn-SOD)

e Mangan superoksid dismutaza (Mn-SOD)

e Gvozde superoksid dismutaza (Fe-SOD)

Superoksid dismutaze su lokalizovane u razli¢itim delovima biljne ¢elije. Fe-SOD je
lokalizovana u hloroplastu, Mn-SOD u mitohondrijama i peroksizomima, a Cu-Zn SOD u
hloroplastu, citoplazmi i ekstracelularnom prostoru (SI. 3). IstraZivanja mnogih nau¢nika su
usmerena na povezanost stresa usled povecane zaslanjenosti supstrata i aktivnosti SOD.
Prema istrazivanjima Keles 1 Oncel (2000), povecani salinitet (0,7% NaCl) dovodi do
povecanja SOD aktivnosti kod biljaka pSenice.

CELIJSKI ZID Cu-Zn SOD

7~

Citoplazmaticna _ ——
Cu-Zn SOD

itohodrijalna
Mn SOD

Antioksidativni
geni

JEDRO

Hloroplasne
FeSODi
Cu-Zn SOD

Slika 3. Vrste SOD i njihova subcelularna lokacija (Alscher i sar., 2002)
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Povecana aktivnost Mn SOD je detektovana kod biljaka izlozenih stresu usled povecane
zaslanjenosti supstrata (Hernandez i sar., 1993). U studiji Mittova i sar. (2004) gde su ispitane
dve sorte paradajza, dokazano je da SOD, zajedno sa drugim enzimima askorbat-glutation
ciklusa ima najvazniju ulogu u detoksifikaciji ROS u uslovima povecanog saliniteta. Autori
su pokazali na genotipu tolerantnom na povecanu zaslanjenost supstrata Lycopersicon
pennellii, da povecana zaslanjenost prati povecanje aktivnosti mitohondrijalne MnSOD i
peroksizomalne FeSOD. Takode, neki hibridi paradajza otporni na povecanu koncetraciju soli
u supstratu imaju veoma visoku SOD aktivnost (Alscher i sar., 2002; Chookhampaeng i sar.,
2007).

3.3.1.2. Peroksidaze (POD, EC 1.1.1.1.7)
Peroksidaze su enzimi koji se klasifikuju kao oksidoreduktaze. Katalizuju oksidaciju

razliitih supstrata kao §to su npr. fenoli sa vodonik peroksidom:

ROOR' + donor elektrona (2 &) + 2H" — ROH + R'OH

Superfamiliji peroksidaza pripadaju tri klase enzima (Welinder, 1992):

e Kilasa | —intracelularne peroksidaze, je grupa koja ukljucuje peroksidaze kao $to su:
citonrom C peroksidaze (CcP -E.1.11.1.5) i askorbat peroksidaze (APX -EC
1.11.1.11) (Conesa i sar., 2002; Erman i Vitello, 2002; Caverzan i sar., 2012),

e Klasa Il —ekstracelularne peroksidaze, obuhvata lignin peroksidaze (LiP -EC
1.11.1.14), mangan peroksidaze (MnP -EC 1.11.1.13) (Vares i sar.,, 1995) iz
Phanerochaete chrysosporium i ostalih gljiva koje razlaganjem obojenog lignina
prave belu trulez (Mao i sar., 2010),

e Kilasa Il —sekretorne biljne peroksidaze (EC 1.11.1.7), je grupa u koju spada i
najproucavanija peroksidaza iz rena (HRP-Horseradish Peroxidase), kao i
peroksidaze iz soje (SBP), jeéma (BP1 —Barley grain peroxidase 1) i kikirikija (PNP —
Peanut peroxidase) (Conesa i sar., 2002).

Svaka od pomenutih peroksidaza se moze naci u vecem broju izoenzimskih formi, koje se
razlikuju u zavisnosti od stepena diferencijacije tkiva kao i biljnog organa iz kog poticu
(Yazdi i sar., 2002).
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Peroksidaze imaju razli¢ite funkcije u zivim celijama i kod biljka su uglavnom
lokalizovane u ekstracelularnom prostoru (apoplast i Celijski zid), ali su prisutne i u
vakuolama i citoplazmi. Jedna od uloga im je ukljucenost u procese strukturnih promena
¢elijskog zida kao §to su lignifikacija i suberinizacija (Asada, 1992; Passardi i sar., 2005).
Sem toga, peroksidaze ucestvuju u razli¢itim metabolickim procesima kao S$to su
metabolizam auksina, oksidacija fenola, povezivanje strukturnih proteina i polisaharida.
Peroksidaze ucestvuju i u razli€itim fizioloskim procesima, kao Sto je celijski rast i razvoj,
¢elijska diferencijacija, i odgovori na abioticki i biotic¢ki stres (Kukavica 1 sar., 2017). Sve
biljne peroksidaze imaju istu strukturu. Peroksidaze se obi¢no sastoje od jednog
polipeptidnog lanca sa 300-350 aminokiselinskih ostataka, sa hem-om u obliku protoporfirina

IX kao prostetiénom grupom, Cetiri S-S veze i dva jona kalcijuma (Veitch, 2004) (SI. 4).

Slika 4. Struktura peroksidaze izolovane iz rena (HRP- horseradish peroxidase-peroksidaze iz rena).

(Wikimedia commos: autorA2-33, licencaCC-BY-SA-3.0http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/)

Kao jedan od najvaznijih skupina enzima antioksidativne odbrane protiv raznih abioti¢kih
i biotickih agenasa, peroksidaze ucestvuju u sintezi fitoaleksina (Passardi i sar., 2007). Klasa
I11 biljnih peroksidaza (EC 1.11.1.1.7. POD) su enzimi ukljuceni u sekretorne puteve u celiji.
Peroksidaze ove klase u oksidoredukcijskim reakcijama za supstrate mogu da koriste razlicita
jedinjenja kao $to su gvajakol, pirogalol, kafei¢na, feruli¢na i hlorogei¢na kiselina. Osmotski
stres se kod mnogih biljnih vrsta dovodi u vezu sa pojacanim generisanjem H,0; $to direktno
ima za posledicu i povecanje peroksidazne aktivnosti.

Mehanizam reakcije, koji vazi za vec¢inu peroksidaza klase III, ukljucuje dvoelektronsku
oksidaciju na hem-u do intermedijera koji je oznacen kao kompleks I, uz redukciju vodonik

peroksida do vode. Naknadna jednoelektronska redukcija vra¢a enzim u stanje mirovanja
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preko drugog intermedijernog stanja (kompleks II) pri ¢emu dolazi do oksidacije dva
molekula supstrata. Ovaj mehanizam omogucava oksidaciju nekoliko razli¢itih neorganskih i

organskih supstrata u $irokom opsegu pH vrednosti (Ryan i sar., 2006) (SI. 5)

ROH RO
ky H
0 0
n-* I
FelV FelV
Kompleks I , ), Kompleks Il
ROH
H,O k, Felll k3
) +
H,0, A RO +H,0
Nativna forma
enzima

Slika 5. Mehanizam reakcije koju katalizuje peroksidaza (Ryan i sar., 2006)

Mnoge vrste i genotipovi biljaka osetljivih na pove¢anu zaslanjenost supstrata ¢esto se
odlikuju nepromenjenom ili ¢ak smanjenom POD aktivno$c¢u u stresnim uslovima. U studiji
koju su radili Meloni i sar. (2003) ispitivana je peroksidazna aktivnost kod dva hibrida
pamuka u uslovima sonog stresa, pri ¢emu je kod hibrida koji je senzitivan na navedeni
stresor uoceno odsustvo promene POD aktivnosti. Ipak, s obzirom na kompleksnost i
medusobnu povezanost svih komponenti antioksidativnog sistema zastite, tesko je diskutovati
o pojedina¢nim enzimskim komponentama bez sveobuhvatne analize.

Najcesce je povecana peroksidazna aktivnost posledica pojacanog stvaranja H,O, usled
razgradnje superoksida. Promena aktivnosti peroksidaza indukovana povecanom

zaslanjeno$¢u supstrata je potvrdena u literaturi (Xie i sar., 2008; Wang i sar., 2009).
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3.3.1.2.1. Askorbat peroksidaza (APX, EC 1.11.1.11)

Ovaj enzim, specifiCan za biljke i alge, je neophodan u zastiti hloroplasta i drugih
¢elijskih organela od ostecenja do kojih dovode vodonik peroksid i druge reaktivne vrste
kiseonika. Kao vazan deo antioksidativnog sistema, APX ima ulogu u odrzavanju balansa i
nesmetanog funkcionisanja biljne ¢elije.

Askorbat peroksidaza (APX, EC.1.1.11.1) je integralna komponenta askorbat-glutation
(ASC-GSH) ciklusa. Ovaj enzim pripada peroksidazama klase | (Asada, 1992) i sluzi za brzo
uklanjanje vodonik peroksida koriste¢i askorbat kao elektron donor, pri ¢emu nastaje

monodehidro askorbat (MDHA) (Dabrowska i sar., 2007).

H,O, + AA — 2H,0 + MDHA

U biljnim ¢elijama utvrdeno je nekoliko formi ovog enzima koji se nalaze u razli¢itim
¢elijskim kompartimentima: APX u citosoli (cAPX), u stromi (sAPX) i tilakoidnoj membrani
(tAPX) hloroplasta, u mikrotelima (glioksizomima i peroksizomima) (MAPX) i
mitohondrijama (mitAPX) (Shigeoka i sar., 2002). Ove forme APX u hloroplastima i citosoli
pokazuju razli¢ite enzimske osobine (Asada, 1992). Potro$nja askorbata kao donora elektrona
prouzrokuje naglu inaktivaciju APX u hloroplastima kod visih biljaka, dok je APX u citosoli
stabilan u ovim uslovima.

Do povecanja aktivnosti APX moZe do¢i u razliitim stresnim uslovima, kao $to su visoka
i niska temperatura (Sato i sar., 2001), povecani salinitet ( Xie i sar., 2008; Wang i sar.,
2009; Hu i sar., 2012) ili kombinacija razli¢itih stresnih faktora (Koussevitzky i sar., 2008.).
Prekomerna ekspresija cAPX kod paradajza povecava otpornost biljke na razli¢ite abioticke
stresove kao Sto su UV zracenje, visoke temperature, hladno¢a i povecana zaslanjenost
(Gadea i sar., 1999).

Glavnu ulogu u regulisanju aktivnosti APX ima koncentracija vodonik peroksida (Morita i
sar., 1999).

16
Ivana Koleska dipl.inz.-master, Doktorska disertacija


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161707001149
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0981942809000606

Morfo-fizioloske osobine paradajza u uslovima povecanog saliniteta

3.3.2. Neenzimski antioksidansi

3.3.2.1. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja predstavljaju veliku grupu jedinjenja koja se karakterisu specificnom
strukturom i na¢inom sinteze, a medu njima se po svom antioksidativnom delovanju posebno
izdvajaju flavonoidi. Mnoga fenolna jedinjenja pokazuju antioksidativnu, antimikrobnu,
antialergijsku i anti-upalnu aktivnost (Martinez-Valverde i sar., 2002). Sem toga,
antioksidativna svojstva polifenolnih jedinjenja u razli¢itim biljnim ekstraktima povezana su
sa smanjenjem rizika od kardiovaskularnih obolenja i kancera kod ljudi (Guthrie i sar., 1999;
Velioglu i sar., 1998). Biljke koje su sposobne sintetisati vise fenolnih jedinjenja i uopste
antioksidanasa, imaju i ve¢i antioksidativni kapacitet, odnosno veéu sposobnost da se odupru
negativnim efektima oksidativnog stresa (Munde-Wagh i sar., 2012).

Fenolna jedinjenja su veoma rasprostranjeni proizvodi sekundarnog metabolizma biljaka i
mnogi od njih imaju esencijalnu ulogu u regulaciji rasta i razvica biljke. Ova grupa jedinjenja
obuhvata veliku grupu razlic¢itih strukturnih jedinjenja (preko 8000), od najprostijih fenolnih
kiselina, do kondenzovanih tanina. U biljnim ¢elijama ova jedinjenja se pretezno nalaze u
konjugovanom obliku, sa jednim ili viSe molekula Secera, te pokazuju aktivnost kako u
hidrofobnim, tako i u hidrofilnim sistemima (Leucuta i sar., 2005). Antioksidativna aktivnost
fenolnih jedinjenja se zasniva na njihovoj direktnoj reakciji sa slobodnim radikalima, a ovaj

proces se na molekularnom nivou moze odvijati na tri na¢ina (Wright i sar., 2001):

1. Prenos vodonikovog atoma:

/’A\fa homoliticko cepanje OH grupe
—_— RH
Ar Ar

R' +

Slika 6 :Mehanizam dejstva fenolnih jedinjenja u reakciji uklanjanju slobodnih radikala (Wright i sar., 2001)

Prvi nacin uklanjanja slobodnih radikala (Re) se zasniva na homolitickom cepanju O-H
grupe i prenosu vodonikovog atoma sa fenolnog jedinjenja (Ar-OH) na slobodni radikal. U
opisanoj reakciji ponovo nastaje radikal (ArO¢) koji je manje reaktivan, zbog sposobnosti

nastalog fenol radikala da stabilizuje i delokalizuje nespareni elektron (SI. 6).
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2. Prenos elektrona:

Drugi mehanizam se zasniva na prenosu jednog elektrona sa fenolnog jedinjenja, pri c¢emu
nastaju katjonski radikal (ArOH") i anjon (R") (SI. 7). Nastali anjon ima sparen broj elektrona
1 pri tome je energetski stabilizovan, dok je aromati¢na struktura sa preostalim elektronom
takode stabilizovana delokalizacijom elektrona i postojanjem vise rezonantnih oblika (Wright

i sar., 2001).

(0]
- B ,.O
Ar

Slika 7. Mehanizam dejstva fenolnih jedinjenja u reakciji uklanjanja slobodnih radikala. Prenos elektrona sa
fenolnog jedinjenja na slobodni radikal (Wright i sar., 2001)

Ar

3. Helatizacija metala:

Tre¢i mehanizam se bazira na sposobnosti fenolnih jedinjenja da vezuju za sebe metale,
formiraju¢i stabilne komplekse, Sto sprecava uceS¢e metala u reakcijama u kojima se
proizvode slobodni radikali (SI. 8). Poznato je da neki metali u nizem oksidacionom stanju
mogu da ucestvuju u Fentonovoj reakciji sa HyO,, pri ¢emu dolazi do formiranja OHe
radikala koji je veoma reaktivan 1 jedan od najStetnijih radikala u biljnom tkivu (Nestorovié¢

Zivkovié, 2013).

. o'
mne

Slika 8. Mehanizam dejstva fenolnih jedinjenja u reakciji uklanjanju slobodnih radikala.Vezivanje metala od
strane fenolnog jedinjenja (Wright i sar., 2001)

Povecana sinteza polifenola i njihova akumulacija povezani su sa razli¢itim biotickim 1
abiotickim stresovima (Dixon 1 Paiva, 1995; Muthukumarasamy i sar., 2000).
Antioksidativna aktivnost derivata fenolnih kiselina zavisi od broja hidroksilnih grupa u
molekulu. U najve¢em broju slucajeva sa povecanjem broja hidroksilnih grupa raste i

antioksidativna aktivnost derivata fenolnih kiselina (Kukri¢ i Samelak., 2017). Ispitivanjem
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je utvrdeno da je kod razli¢itih biljnih vrsta i1 u razli¢itim tkivima povecana koncentracija
polifenola rezultat poviSenog saliniteta (Parida i Das, 2005; Navarro i sar., 2006; Keutgen i
Pawelzik, 2008; Ali i Ismail, 2014). To su potvrdila i istrazivanja Navarro i sar. (2006) i
Keutgen i Pawelzik (2008) koji su dokazali da kod jagode i jabuke povecan sadrzaj fenola je
rezultat povecane zaslanjenosti zemljiSta. Radeci sa listovima artiCoke, Razazadeh 1 sar.
(2012) su zakljucili da umerena zaslanjenost zemljista dovodi do aktivacije puteva tolerancije
na ovu vrstu abiotickog stresa povecavajuci koncentraciju fenola i flavonoida.

Flavonoidi su ne ketonski polihidroksi polifenolni spojevi. Nalaze se najvise u kori
voca i povréa. Poznato je oko 4000 - 5000 raznih vrsta flavonoida (Mili¢ i sar., 2000).
Flavonoidi se takode nazivaju fenilbenzopirinima ¢ija struktura se temelji na flavonoidnom
jezgru koje se sastoji od tri fenolna prstena (A, B i C prsten) (SI. 9). Benzenov prsten A
kondenzovan je s tro¢lanim alifatiénim nizom koji zajedno sa kiseonikom gradi i $estoclani
prsten C, a na poziciji 2 prstena C nalazi se benzenov prsten B. Za flavonoide koji imaju

vezanu karbonilnu grupu na C-4 atomu prstena C ¢esto se koristi izraz 4-okso-flavonoidi.

31

Slika 9. Osnovni skelet flavonoida (Teixeira i sar., 2013)

Flavonoidi su podeljeni na nekoliko podgrupa: flavoni, flavonoli, flavanoni, izoflavoni,
flavanonoli, flavani, flavanoli, halkoni, dihidrohalkoni, flavan-3,4-dioli i antocijani. Ovu
raznovrsnost uglavnom kontroliSu geni biljke, ali 1 zrelost biljke, klima 1 na¢in uzgajanja. U
prirodi se flavonoidi nalaze uglavnom u obliku glikozida, tj. povezani su s razlicitim
molekulima Secera. Ova grupa obuhvata flavonol glikozide, biflavonoide, biflavone,

protoantocijanidine i izoflavonoide (SI. 10).
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Flavoen Flavonol Flavanon
’ Q
I‘J .0 MB l @\/l “i&/J
i e Al C
allc AlC] = oH
S O OH
Flavononol Flavanol Antocijanidin

Izoflavon

Slika 10. Podela flavonoida (Iwashina, 2000)

Mnoga istrazivanja pokazuju da flavonoidi mogu direktno uklanjati ROS, i to superoksid
(Oy™), peroksid (H,0,), hidroksil radikal (OH") i singlet kiseonik (*O) (Bors i sar., 1990;
Yamasaki i sar., 1997). Smatra se da flavonoidi mogu da uklanjaju O, i 'O, nastale u
hloroplastima, i to na slican nacin kao a-tokoferol i karotenoidi. S obzirom da su flavonoidi
najve¢im dijelom lokalizovani u vakuolama (Charriere-Ladreix i Tissut, 1981), delovanje
flavonoida na slobodne radikale u biljnim ¢elijama moZe biti ograni¢eno na odredene Celijske
kompartmente, budu¢i da su i ove vrste ROS u manjoj moguénosti da difunduju od
hloroplasta do vakuola. Za razliku od O, i 'O,, peroksid je stabilnija vrsta ROS i moZe da
difunduje kroz membrane. Zbog toga se smatra da flavonoidi, i to najve¢im delom flavonoli,
najvise mogu da uklanjaju HyO, I to u prisustvu peroksidaza (Miller i Schreier, 1985).
Flavonol-peroksidazna reakcija moze da se odvija kao ,,Cistac* H,O, kako in vitro, tako i in
vivo (Takahama, 1989). Ren i saradnici (2013) su iz kukuruzne svile (zenska cvast) izolovali
5 razlicitih vrsta flavon glikozida koji su veoma snazno uticali na uklanjanje 1,1-difenil-2-

pikrilhidrazil radikala (DPPH), superoksida i hidroksil radikala.
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3.3.2.2. Askorbinska kiselina

Askorbinska kiselina (askorbat, vitamin C) je veoma vazan antioksidans kod biljaka koji
ima znacajnu ulogu u metabolizmu i biljnom odgovoru na abioticki stres i razli€ite patogene.
Askorbat moze direktno uklanjati reaktivne vrste kiseonika sa ili bez enzimske katalize. Brzo
reaguje sa ROS (superoksid anjon radikalom i vodonik peroksidom) i na taj nacin Stiti
makromolekule od oksidativnog oStecenja (Kukavica i sar., 2017). Takode, ima ulogu i kao
enzimski kofaktor te ucestvuje u razli¢itim fizioloskim procesima. U kombinaciji sa drugim
komponentama antioksidativog sistema stiti biljku od oksidativnog stresa. Glavni prekursori
za sintezu askorbinske kiseline su L-galaktoza i L-galaktono-1,4-lakton (Barata-Soares i sar.,
2004).

Listovi biljaka sadrze najveéu koncentraciju askorbinske Kkiseline. Sa evolucionog
stanovista, ovo omogucava biljci odbranu od ROS-a direktno prilikom njihovog nastanka u
procesu fotosinteze. Visoka koncentracija asorbata se akumulira u hloroplastima, jer oni
imaju nedostatak antioksidativnog enzima katalaze (CAT) i glutation peroksidaze (GPX), te
vodonik peroksid koji nastaje u fotosistemu I mora biti uklonjen pomoc¢u enzima askorbat-
peroksidaze (Yabuta i sar., 2002). Takode, akorbinska kiselina direktno uklanja superoksidni
i hidroksil radikal i singlet kiseonik, te predstavlja kofaktor violaksantin de-epoksidaze,
enzima koji ucestvuje u rasipanju viska ekscitacijske energije (u ksantofilskom ciklusu)
(Smirnoff, 2000). S druge strane, smatra se da askorbinska kiselina prisutna u apoplastu
sudeluje u metabolizmu ¢elijskog zida, izduZivanju celije i $titi od oksidativnih o$teéenja
nastalih delovanjem ozona (Zhang, 2013). Zahvaljujuci reaktivnoj endiol skupini askorbinska
kiselina ima redukujuéu ulogu (Smirnoff, 1996). Celijski askorbat redoks sistem je sastavljen
od redukovanog askorbata, semiredukovanog (monodehiroaskorbata) i oksidovanog
askorbata (dehidroaskorbata) (SI. 11). Oksidacijom askorbinske Kkiseline nastaje
monodehidroaskorbatni radikal koji prelazi u dehidroaskorbat (DHA). Budu¢i da je DHA
vrlo nestabilan pri pH vecem od 7, vazno je odrzati rezervu askorbinske Kiseline u
redukujuc¢em obliku kako bi se sprecio njen gubitak (Smirnoff, 1996). Vecina askorbata se
sintetiSe iz glukoze u Smirnoff-Wheeler-om putu u mitohondrijama (Smirnoff, 2000; Barnes i
sar., 2002).
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ascorbate oxidase

~OH _OH oH
o : | /
HO { h,;"::::o e 'ZH‘__ HO—I.\__\__:/_O\\IJ_:___._ 0 . Ho—'.\__.___l___.o\?_:_____O
A\ +g +2H" =, T J
HO OH oo . VAR
AscHz 0 e © 0 pHa ©
ascorbate monodehydroascotbate dehydroascorbate
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monodehydroascorbate dehydroascorbate
reductase (MDHAR) reductase (MDHAR)

Slika 11. Oksidacija i redukcija askorbata (Sauvage i sar., 2014)

Ljudi ne mogu sintetistati askorbinsku Kiselinu nego je mogu samo absorbovati ishranom

koja ukljucuje sveze voée i povrce, koji predstavljaju njen glavni izvor.

3.3.2.3. Likopen

Likopen (CsoHss) je prirodni pigment kojeg sintetiSu biljke 1 predstavlja
najrasprostranjeniji karotenoid kod paradajza. Udeo likopena u svezem plodu paradajza
zavisi od sorte, stepena zrelosti, te ekoloskih uslova u kojima plod dozreva i obi¢no se krece
u rasponu od 3 do 15 mg/100 g (Hart i Scott, 1995; Bramley, 2000). Likopen je ugljovodonik
otvorenog lanca koji sadrzi 11 konjugovanih i 2 nekonjugovane dvostruke veze smestene
linearno (Rao i Agarwal, 1999) (Sl. 12).

5' 3 I

Slika 12. Molekulska struktura likopena (Shi i sar., 2004)

Dvostruke veze podlezu izomerizaciji pri ¢emu nastaje spektar mono ili poli cis-izomera
(SI. 13). Te promene se odvijaju, smatra se, apsorpcijom svetlosti uz izlaganje toplotnoj

energiji ili sudelovanjem u specifi¢nim hemijskim reakcijama (Clinton, 1998).
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SN Kod likopena su dvije centralne metilne

all trans

grupe u 1,6 polozaju dok su preostale
metilne grupe u 1,5 polozaju. Boja i
antioksidativna aktivnost likopena su
posledica njegove jedinstvene,
konjugovane polienske strukture. U prirodi
se likopen najcées¢e pojavljuje u trans-
obliku koji je termodinamicki najstabilniji
oblik (Clinton, 1998). Sedam od trinaest
dvostrukih veza moZe izomerizirati iz
trans-oblika u mono ili poli cis-oblik pod
uticajem toplote, svetlosti ili odredenih

hemijskih reakcija. Likopen je jedan od
Slika 13. Izomeri likopena (Rao, 2007) najmoénijih antioksidanasa medu
karotenoidima. Konzumiranje paradajza
i proizvoda od paradajza povezano je sa smanjenjem rizika od hroni¢nih bolesti, kao $to su
kancer i kardiovaskularne bolesti (Arab i Steck, 2000; Kim i sar., 2002; Rao, 2006)

Mnoga istrazivanja su pokazala da je unos likopena veci iz termicki obradenih proizvoda
od paradajza, Sto se objasnjava pove¢anom bioloskom dostupnoscu likopena zbog razgradnje
¢elijskih zidova, prisustva masno¢e u hrani, kao i izomerizacijom iz all-trans u cis-
konformaciju pod dejstvom toplote (Agarwal i Rao, 2000).

Istrazivanja Giuliano i sar. (1993) na paradajzu su pokazala da stres usled povecane
zaslanjenosti supstrata dovodi do aktivacije gena odgovornih za sintezu enzima ukljucenih u
biosentezu likopena. Ove rezultate su potvdila i istrazivanja De Pascale i sar. (2001) koji su
pokazali da umeren salinitet (4,4 dS m™) dovodi do poveéanja koncetracije likopena u plodu

paradajza.

3.4. Masa ploda u uslovima sonog stresa

Paradajz je biljka koja je umereno osetljiva na povisen salinitet i svako povecanje EC
preko 3 dS m™ dovodi do gubitka proseéne mas ploda, a time i prinosa (Cuartero i
Fernandez-Munoz, 1999). Obzirom na veliku ekonomsku dobit od proizvodnje paradajza,
istrazivanja mnogih naucnika usmerena su na prevazilaZzenje stresnih uslova zaslanjenosti

supstrata u kojima dolazi do smanjenja proseéne mase ploda (Shao i sar., 2012; Shao i sar.,
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2013; Hou i sar., 2014). Cramer i sar. (2001) su utvrdili da poveéan zemlji$ni salinitet (iznad
4 dS m'l) znacajno doprinosi smanjenju mase ploda paradajza i istovremenom povecanju
suve materije u njemu. Sem toga, u istrazivanjima naucnika Ehret i Ho (1986) i Adams
(1986) utvrdeno je da biljke paradajza razli€ito reaguju na povisen salinitet u zavisnosti od
intenziteta svetlosti i temperature. PoviSen salinitet u supstratu ¢e biljkama gajenim tokom
proleca i leta prouzrokovati veée gubitke u prinosu nego biljkama gajenim u toku jesenjeg
perioda (Van leperen, 1996) obzirom da visoke tempereture, jaci intenzitet svetlosti i manja
relativna vlaznost vazduha tokom letnjeg perioda smanjuju vodni potencijal u biljkama usled
veceg intenziteta transpiracije (Johnson i sar., 1992).

Kalemljenje biljaka predstavlja jednu brzu alternativu u prevazilaZzenju problema gubitka
prinosa u uslovima sonog stresa, u poredenju sa znatno sporijom metodom oplemenjivanja
(Flores i sar., 2010). Osim pozitivnog efekta kalemljenja na pobolj$anje tolerantnosti biljke
na povecan zemljiSni salinitet, takode dolazi do povecanja vigora biljke, usvajanja vode i
prinosa (Tuzel i Oztekin, 2009). Ovo je dokazano i u najnovijem istrazivanju Al-Harbi i sar.
(2017) koji dokazuju da kalemljenje paradajza znacajno utice na povecanje proseCne mase
ploda paradajza, obzirom da su rezultati istrazivanja pokazali da kalemljene biljke imaju

znatno vecu masu ploda i prinos u poredenju sa nekalemljenim.

3.5. Fotosinteza, transpiracija i protok gasova kroz stome

U uslovima povecane zaslanjenosti supstrata primarni proces u biljci koji je pogoden je
fotosinteza (Munns 1 sar., 2006). Pored fotosinteze, rast 1 razvice biljaka u uslovima sonog
stresa su direktno povezani i sa transpiracijom, stomatalnom regulacijom i usvajanjem jona
(Sharma i sar., 2005).

Efekti ove vrste abiotickog stresa na fotosintezu mogu biti direktni, kao $to je manja
dostupnost CO, usled smanjene difuzije kroz stome ili mezofil (Flexas i sar., 2004, 2007) i
promene koje nastaju u fotosintetickom metabolizmu (Lawlor i Cornic, 2002). Indirektni
efekti povezani su sa oksidativnim stresom koji moze naneti ozbiljna oStecenja
fotosintetskom aparatu u celini (Ort, 2001).

Kod biljaka izlozenih sonom stresu, pre svega dolazi do osmotskog prilagodavanja, koje
predstavlja vazan mehanizam odrZavanja kontinuiteta usvajanja vode 1 celijskog turgora.
Efekti povecanog saliniteta na fotosintezu kre¢u se od smanjene difuzije CO;, u hloroplast

usled zatvaranja stoma (dejstvo razli€itih biljnih hormona u korenu i stabljici) i smanjenom
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transportu CO, kroz mezofil lista usled promena u metabolizmu ugljenika (Chaves i sar.,
2009). Intenzitet fotosinteze u uslovima povecane zaslanjenosti supstrata moze biti smanjen i
usled poremecaja u elektron- transportnom lancu i /ili inhibiciji enzima Kalvinovog ciklusa,
kao $to su Rubisco, fosfoenol piruvat karboksilaza (PECP), ribuloza-5-fosfat kinaza,
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza ili fruktoza -1,6-bifosfat (Parida i Das, 2005; Chaves i
sar., 2009). Smanjen protok gasova kroz stome (gs) moze spreciti odavanje vode putem
transpiracije, gde odgovarajuca regulacija fotosintetickih procesa moze smanjiti generisanje
ROS u fotosistemu Il (*O) i na redukujucoj strani fotosistema I (O, * i H,0,) (Asada, 1999).
Promene koje se javljaju u hloroplastima su vazan aspekt uticaja povecane zaslanjenosti
supstrata na celije lista. Najveca promena javlja se u ultra-strukturi hloroplasta i ukljucuje
promene u sadrzaju askroba, poremecaje u tilakoidima grane i strome hloroplasta i
poveéanom broju plastoglobula (Acosta-Motos i sar., 2017). Takode, dolazi i do smanjenja
sadrzaja fotosinteti¢kih pigmenata. Usled poveéanog sadrzaja toksi¢nih katjona (Na*) moze
do¢i do smanjenog sadrzaja hlorofila (Pinheiro i sar., 2008; Li i sar., 2010; Yang i sar., 2011).
Smanjen sadrzaj hlorofila a i hlorofila b u uslovima sonog stresa zabelezen je kod paradajza
(Lapina i Popov, 1970), te u mnogim drugim biljnim vrstama (Winicov i Seemann 1990;
Ashraf i Sultana 2000; Arfan i sar., 2007; Perveen i sar., 2010; Akram i Ashraf 2011).
Povecan salinitet uzrokuje smanjenu provodljivost stoma i transpiraciju, te kao rezultat
dolazi do smanjenog usvajanja toksi¢nih jona (Acosta-Motos i sar., 2017). Nedavna
istrazivanja potvrduju da zatvaranje stoma u uslovima povecanog saliniteta u supstratu
doprinosi smanjenom protoku toksi¢nih jona zajedno sa transpiracionim tokom (Kerstiens i

sar., 2002, Veselov i sar., 2008, Vysotskaya i sar., 2010).
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4. RADNA HIPOTEZA

U ovom istrazivanju polazi se od slede¢ih hipoteza:

» Utvrdic¢e se morfoloske razlike izmedu hibrida paradajza u uslovima stresa izazvanog
zaslanjeno$c¢u supstrata (interhibridna razlika);

» Na osnovu morfoloSkih pokazatelja utvrdi¢e se odgovor hibrida na razlicite nivoe
zaslanjenosti supstrata 1 razlika izmedu biljaka gajenih iz kalemljenog 1
nekalemljenog rasada;

» Na osnovu enzimskog antioksidativnog odgovora, te koncentracija ukupnog i
redukovanog askorbata (AA i DHA) utvrdi¢e se intenzitet oksidativnog stresa u
listovima dva razli¢ita hibrida paradajza gajenih iz kalemljenog i nekalemljenog
rasada tokom kasne faze rasta na tri razli¢ita nivoa saliniteta;

> Na osnovu analiza kvalitativnog sastava ploda (fenola, flavonoida, ukupnog
antioksidativnog kapaciteta, askorbinske kiseline, likopena) ustanovice se u kojoj je
meri ovakav abioti¢ki stres prouzrokovao promene u ovim osobinama u zavisnosti od
koncentracije soli i od toga da li su biljke kalemljene ili ne;

> Analize lista (intenzitet fotosinteze, protok gasova kroz stome, intenzitet transpiracije)
dace nam uvid u fizioloske reakcije ispitivanih hibrida gajenih iz kalemljenog i
nekalemljenog rasada na povecanu zaslanjenost zemljista;

> Podaci 0 proseénoj masi plodova kod nekalemljenih i kalemljenih hibrida c¢e
omoguciti da se ustanovi da 1i kalemljenje, kao agrotehnicka mera, moZe da

smanji/spreci promene prinosa koje izaziva povecana zaslanjenost supstrata.
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5. MATERIJAL | METODE

5.1. Ispitivani hibridi paradajza i tretmani

Za prvu godinu eksperimenta (preliminarna istrazivanja) su koristena tri hibrida paradajza
indeterminatnog tipa rasta stabla, Bella F1 (Enza Zaden, Holandija), Buran F1(Enza Zaden,
Holandija) i Berberana F1 (Enza Zaden, Holandija), proizvedena iz kalemljenog i
nekalemljenog rasada u "Adria Histhil d.0o.o company"”. Za kalemljenje biljaka koriStena je
podloga Maxifort (De Ruiter Seeds, Bergschenhoek, Holandija). Eksperiment je postavljen u
plasteniku Poljoprivrednog instituta u Banjoj Luci (SI. 14). Morfoloske analize biljnog

materijala (visina biljke, broj listova i debljina stabla) radene su u plasteniku .

Slika 14. Prva godina istraZivanja- ogled postavljen u plasteniku Poljoprivrednog instituta u Banjoj Luci

(original)

Eksperiment u drugoj godini istrazivanja postavljen je u kontrolisanim uslovima u
stakleniku Poljoprivrednog fakulteta u Banjoj Luci: prose¢na temperatura 28,5 °C, relativna
vlaznost vazduha 65% i fotoperiod 12/12 h (SI. 15). Analize biljnog materijala i plodova
radene su na Prirodno-matematickom fakultetu u Banjoj Luci 1 Poljoprivredno-

prehrambenom fakultetu u Sarajevu.
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Slika 15. Druga godina istrazivanja- ogled postavljen u kontrolisanim uslovima u stakleniku Poljoprivrednog

fakulteta u Banjoj Luci (original)

5.2. Postavka ogleda
» Prva godina istraZivanja:

U prvoj godini istrazivanja sadnice tri hibrida paradajza indeterminantnog tipa rasta
stabla gajenih iz nekalemljenog i kalemljenog rasada (Bella F1, Buran F1 i Berberana F1) su
podeljene u osam blokova sa po 10 ponavljanja svake ispitivane varijante u bloku
(Randomised block system), i zasadene u plastiéne posude promjera 26 cm te napunjene Sa
12,5 | zemljisnog supstrata (Klasmann- Deilman TS 3, GmbH, Geeste, Germany ). Tretmani

zaslanjenosti zemljista predstavljeni su u tabeli 1.

Tabela 1. Ispitivani tretmani saliniteta u prvoj godini istrazivanja

Tretrr!:_m Elektroprovodljivost
koncen;crrna'\c/: j)a NaCl (ds m?)
K- kontrola 0 1,7
S1 50 19
S2 500 3,8
S3 1500 9,1

Morfoloske analize biljaka (visina stabla, broj listova i debljina stabla) ispitivane su u

plasteniku, tri nedelje nakon presadivanja biljaka (Sifra: 19 109%)
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Na osnovu analiza visine biljke, broja listova i debljine stabla za drugu godinu istrazivanja

izabrana su dva hibrida paradajza, Buran F1 i Berberana F1, 1 odgovarajuci nivoi saliniteta.

* BBCH (Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt und Chemische Industrie) skala-

identifikacija fenoloske faze razvijanja biljke.

» Druga godina istaZivanja:

Sadnice nekalemljenog i kalemljenog rasada hibrida Buran F1 i Berberana F1 su
podeljene u Cetiri bloka, sa po tri ponavljanja svake varijante u bloku, i zasadene u plasti¢ne
posude promjera 26 cm te napunjene sa 12,5 | zemljisnog supstrata (Klasmann- Deilman TS
3 GmbH, Geeste, Germany). Na osnovu preliminarnog ogleda u prvoj godini istrazivanja, za

drugu godinu istrazivanja izabrani su tretmani zaslanjenosti predstavljeni u tabeli 2.

Tabela 2. Ispitivani tretmani saliniteta u drugoj godini istrazivanja

Tretm_{;m Elektroprovodljivost
koncen;cr:]al\c/:j)a NaCl (ds m?)
K- kontrola 0 1,7
S1 500 3,8
S2 1000 6,9
S3 1500 9,1

5.3. Uzorkovanje

5.3.1. Uzorkovanije listova

Uzorkovanje listova je obavljeno nakon dvanaest nedelja, u fenofazi plodonosenja (Sifra:
71 701*). Prvo su izmereni intenzitet fotosinteze, transpiracije i protoka gasova kroz stome
(LCi-sd terenskim aparatom) na slozenim listovima izmedu 3. i 4. cvetne grane. Analize su
radene u 12 ponavljanja. Zatim su ti listovi uzorkovani (lisne ploce bez drske).

Za ispitivanje enzimskih antioksidanasa listovi su usitnjeni do praha u te¢nom azotu
nakon ¢ega su isti dan prosledeni u laboratoriju za daljnu analizu. Ispitivanje aktivnosti
enzima radeno je u seriji od po tri ponavljanja. Za ispitivanje fenola, flavonoida i ukupnog

antioksidativnog kapaciteta listovi su osuseni na 40 °C, te su radene analize u tri ponavljanja.
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5.3.2. Uzorkovanje plodova

Plodovi za analizu su uzeti sa prve plodonosne grane, dvanaest nedelja nakon
presadivanja biljaka (Sifra: 72 702*). Biohemijske analize plodova (sadrzaj ukupnih fenola,
flavonoida, ukupnog antioksidativnog kapaciteta, askorbinske kiseline i likopena) radene su u
tri ponavljanja, a morfoloske (masa ploda) u 12 ponavljanja.

Za analizu askorbinske kiseline i likopena, plodovi su ispitivani odmah nakon branja.

Za analizu ukupnih fenola, flavonoida i antioksidativnog kapaciteta, te sadrzaja mikro i

makro elemenata plodovi su osuseni na 40 °C.

5.4. Ekstrakcija i odredivanje ukupnih proteina

Biljno tkivo (0,5 g) je homogenizovano uz pomo¢ tucka u avanu sa 4 mL (w/v)
ekstrakcionog pufera (0,1 M Na-Pi pH 6,4 koji je sadrzavao 1 mM fenilmetilsulfonil fluorid i
0,2% TWEEN). Homogenat je centrifugiran 10 min na 10000 rpm pri temperaturi 4 °C a
dobijeni supernatant je odvojen za dalju analizu ukupnih peroksidaza (POD) i superoksid
dismutaza (SOD). Ukupni proteini su odredeni metodom Lowry i sar. (1951), a na osnovu
dobijenih apsorbanci preracunata je koncentracija proteina (mg/mL) iz jednacine kalibracione
krive za BSA (y = 0,617 X + 0,046; R?=0,9922).

5.5. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti peroksidaza
(POD)

Aktivnost peroksidaza odredena je modifikovanom metodom po Teisseire i Guy (2000).
Peroksidaze katalizuju oksidaciju pirogalola do purpurogalina u prisustvu vodonik peroksida,
pri emu se prati poveéanje absorbance na 430 nm (eszo = 2,47 mM™ cm ™). Reakciona
smjesa je sadrzavala 50 pL uzorka, 10 mM pirogalol i 3 mM peroksid u 0,1 M Na-Pi pH 6,4.

Specifi¢na aktivnost peroksidaza je izrazena kao pmol/mg proteina x min™.

5.6. Odredivanje aktivnosti SOD i POD nativnhom elektroforezom

Nativna elektroforeza je uradena koristenjem 10% poliakrilamidnog gela u puferu koji je
sadrzavao 0,025 M Tris 1 0,192 M glicin (pH 8,3) pri jacini elektri¢ne struje od 24 mA.
Uzorci su pripremljeni mijeSanjem 100 puL solubilne proteinske frakcije sa 50 pL pufera (50
mM Tris pH 6,8, 10% glicerol i 0,1% bromfenol plavo) te je na gel nanoSeno po 15 pg

proteina. Za odredivanje peroksidazne aktivnosti gelovi su inkubirani 10 min u rastvoru koji
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je sadrzavao 0,01% 4-chloro-a-naphtol i 0,03% vodonik peroksid u 0,1 M Na-Pi pH 6,4 pri
¢emu su peroksidazne izoforme detektovane kao ljubicaste trake. Za odredivanje SOD
aktivnosti gelovi su inkubirani 30 min u mraku u rastvoru koji je 0,02% nitroblue tetrasolium,
0,004% riboflavin, 0,004% TEMED i 2 mM EDTA u 0,1 M Tris puferu pH 7,8. Nakon
inkubacije gelovi su osvjetljeni pod UV svjetlom, a SOD izoforme su detektovane kao bijele
trake na ljubiGastom gelu. Svi gelovi su skenirani, a zatim su odredivane Rf vrijednosti
izoformi i enzimatske aktivnosti metodom denzitometrije koriste¢i ImageMaster TotalLab TL

120 software (Nonlinear Dynamics Ltd., Durham, USA).

5.7. Odredivanje aktivnosti APX

Biljno tkivo je homogenizovano u 5 mL 90 mM Na-Pi pH 7,8 (w/v) koji se sadrzavao 8%
glicerol, 1 mM EDTA i 5 mM askorbat a potom je homogenat centrifugiran 10 min na 10000
rpm, pri ¢emu je odvojen supernatant za dalje analize. Za merenje APX aktivnosti praceno je
smanjenje apsorbance na 290 nm (e= 2,8 mM™ cm™) u reakcionoj smjesi koja je sadrzavala
0,5 mM askorbat, 0,1 mM peroksid i 50 uL uzorka u 50 mM Na-Pi pH 7. Aktivnost APX je
odredena modifikovanom metodom Nakano i Asada (1987). Specifi¢na aktivnost askorbat

. .. v . .1
peroksidaze je izrazena kao pmol/mg proteina x min .

5.8. Odredivanje ukupnog (AA) i oksidovanog askorbata (DHA)

Biljno tkivo (0,5 g) je homogenizovano u 2 mL 5 % perhlorne kiseline (w/v) a homogenat
je centrifugiran 15 min na 13000 rpm pri temperaturi 8 °C nakon Cega je odvojen supernatant
za dalje analize. Ukupni askorbat i dehidroaskorbat odredeni su modifikovanom metodom
Kukavica i Veljovi¢-Jovanovi¢ (2004). U reakcionoj smjesi koja je sadrzavala 300 mM Na-
Pi, pH 7,6 uz dodatak 1 U askorbat oksidaze i 100 pL uzorka praéeno je smanjenje
asporbance na 262 nm (¢=14,3 mM™ cm™) pri ¢emu je AA izraZen kao pmol/ gFW biljnog
tkiva. Dehidroaskorbat (oksidovani oblik) je odredivan u reakcionoj smjesi koja je sadrzavala
0,007 mM DTT u 150 mM Na-Pi pH 7,6 uz dodatak 100 puL uzorka pri ¢emu je praéen porast
apsorbance na 262 nm a DHA je izrazen kao pmol/ gFW.

5.9. Odredivanje koncentracije ukupnih fenola

Koncentracija ukupnih fenola u ekstraktima listova i plodova paradajza odredena je

prema modifikovanoj metodi Folin-Ciocalteu (Ough i Amarine, 1988) uz koristenje Folin-
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Ciocalteu reagensa. U reakciji za analizu ukupnih fenola koriSteno je 20 pl odgovarajuceg
ekstrakta paradajza koncentracije 1 mg/mL, 1580 pl destilovane vode, 100 ul Folin-Ciocalteu
reagensa, te 300 pl 7,5% vodenog rastvora Nay,COs (w/v). Ovako pripremljen uzorak za
analizu se nakon muckanja inkubirao u mraku 30 min. na sobnoj temperaturi. Nakon
inkubacije izvrSeno je spektrofotometrijsko ocitanje absorbance razvijenog plavog obojenja
na 765 nm, u odnosu na slepu probu na spektrofotometru SHIMADZU UV-1800. Slepa
proba je pripremljena na isti nacin kao i eksperimentalna proba, samo Sto se umjesto 20 pl

ekstrakta koristila ista koli¢ina destilovane vode.

Ukupni fenoli su kvantifikovani na osnovu jednacine pravca kalibracione Krive za galnu
kiselinu (y = 0,003 X — 0,0226; R? = 0,9975) i izrazavani kao ekvivalent galne kiseline
(GAE) po gramu suve materije. Sve dobijene vrijednosti su izrazene u mg fenola po gramu

suve mase (mg/g DW).

5.10. Odredivanje koncentracije ukupnih flavonoida

Koncentracija ukupnih flavonoida u ekstraktima listova i plodova paradajza je odredena
prema modifikovanoj metodi Ordonez i sar. (2006) uz spektrofotometrijsko ocitanje
absorbance na 415 nm. U reakciji za analizu sadrzaja ukupnih flavonoida koriSteno je 20 pl
ekstrakta koncentracije 1 mg/mL, 105 pl destilovane vode, 25 pl 10% vodenog rastvora AlCl;
(w/v), 25 pl 1 M natrijum-acetata, 700 pl destilovane vode, 375 ul 96% etanola. Ovako
pripremljen uzorak za analizu se inkubirao 60 min na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije

1zvrSeno je spektrofotometrijsko ocitanje absorbance na 420 nm, u odnosu na sliepu probu.

Ukupni flavonoidi su kvantifikovani na osnovu jednacine pravca kalibracione krive za
kvercetin hidrat (y = 0,0368 X — 0,135; R? = 0,996) i izrazavani kao ekvivalent kvercetina po

gramu suve materije.

5.11. Odredivanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta

Antioksidativni  kapacitet u ispitivanim uzorcima odreden je FRAP (Ferric
Reducing/Antioxidant power) metodom (Benzie i Strain, 1996), koja se bazira na sposobnosti
ekstrakta da redukuje Fe** jone u Fe** jone u rastvoru 2, 4, 6- tripiridil-s-triazin (TPTZ) pri
niskoj pH vrednosti, Sto se manifestuje promenom boje rastvora iz mrko-zute u ljubicastu.

Intenzitet obojenja je proporcionalan sposobnosti ekstrakta da redukuje Fe** u Fe?* jone, a
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meren je na talasnoj duzini od 595 nm. U svrhu odredivanja antioksidativnog kapaciteta u
uzorcima prethodno je napravljena serija standarda sa poznatom koncentracijom
antioksidansa (kao antioksidant je koristen FeSO4 X 7 H,0), koja je posluzila za izradu
kalibracione krive i jednafine na osnovu koje je odredivan antioksidativni kapacitet u

ispitivanim uzorcima.

5.12. Odredivanje koncentracije askorbinske kiseline

Koncentracija askorbinske kiseline odredena je metodom titracije prema standardnoj
analitickoj proceduri (AOAC, 1990). Kasa ploda (25 g) homogenizovana je pomoc¢u tucka U
avanu sa 20 ml 1% hlorovodoniéne kiseline. Nakon filtracije, ekstrakt je razblazen u 100 ml
oksalne kiseline. Nakon toga, 10 ml uzorka je titrirano sa 2,6-dihlorofenol-indopfenolom
(Tillmanov reagens). Krajnja tacka titracije je pojava roze boje koja je postojana najmanje 15
sekundi. Komercijalna L-askorbinska kiselina je koriStena kao standard, a rezultati su

izrazeni kao pug g "t FW.

5.13. Odredivanje koncentracije likopena

Koncentracija likopena u plodovima odredena je spektrofotometrijskom metodom prema
Ravelo- Perez i sar. (2007). Kasa ploda (0,5 g) je homogenizovana u staklenoj epruveti sa 5
ml 0,05% (w/v) BHT u acetonu, nakon ¢ega je dodano 5 ml etanola i 10 ml heksana. Uzorak
je potom stavljen na led i na magnetnoj mesalici ostavljen da se homogenizuje 15 min. Nakon
mesanja, 3 ml dejonizovane vode stavljeno je u epruvetu i ponovo vraceno na magnetnu
mesSalicu jo§ 5 min. Za odvajanje dve faze, uzorci su ostavljeni 5 minuta na sobnoj
temperaturi. Absorbanca gornjeg (heksanskog) sloja je merena na talasnoj duzini od 503 nm,

gde je kao slepa proba koriSten heksan. Rezultati su izraZzeni kao ug g TRW.

5.14. Odredivanje intenziteta fotosinteze, protoka gasova kroz stome

I intenziteta transpiracije
Intenzitet fotosinteze (A) (umol m? s™) | protok gasova kroz stome (gs) (mol m? s?) i
intenzitet transpiracije (E) (mmol m? s') mereni su pomoéu aparata Lci-SD (ADC
BioScientific Ltd, London).
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5.15. Odredivanje prosecne mase ploda

Za odredivanje prosecne mase ploda, masa plodova je merena pomocu tehnicke vage KERN

440, i rezultati su predstavljeni ka prose¢na masa ploda po biljci (g).

5.16. Debljina i visina stabla

Debljina stabla biljke u prvoj godini istrazivanja odredena je digitalnim Sublerom IP54, i
rezultati su predstavljeni u mm, a visina stabla biljke odredena je uz pomo¢ metra, i rezultati

su predstavljeni u cm.

5.17. Statisticka obrada podataka
Podaci su statisticki obradeni pomocu programa SPSS Statistics 23 (2013). Uradena je
analiza varijanse (ANOVA), a znacCajnost razlike medu tretmanima testirana je koriStenjem

najmanje znacajne razlike (LSD). Razlika je smatrana statisticki znacajnom kada je P<0,05.
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6. REZULTATI | DISKUSIJA

6.1 Prva godina istrazivanja (preliminarni ogled)

Stres usled povecane =zaslanjenosti supstrata znatno uti¢e na morfoloske osobine
paradajza (Cuartero i Fernandez-Munoz, 1999; Romero-Aranda i Cuartero, 2001; Maggio i
sar., 2007). U rezultatima morfoloskih analiza (visina biljke, broj listova i debljina stabla)
utvrdeno je da samo tre¢i nivo zaslanjenosti (S3) dovodi do statisticki znacajnih razlika
izmedu nekalemljenih i kalemljenih biljaka kod sva tri ispitivana hibrida (Buran F1,
Berberana F1 i Bella F1).

Kod nekalemljenog hibrida Buran F1 S3 dovodi do smanjenja visine biljke za 39% u
poredenju sa kontrolom (SI. 16), broj listova se smanjuje za 40%, a debljina stabla za 46%. |
kod kalemljenih biljaka istog hibrida su dobijeni sli¢ni rezultati, gde je na S3 u predenju sa
kontrolnim biljkama za 34% manja visina biljke (SI. 16), za 29% je manji broj listova, a za
30% debljina stabla (Tab. 3).

BURANFI1
Kontrola S1 S2 S3

z
G
<
r4

Slika 16. Hibrid Buran F1 gajen iz nekalemljenog i kalemljenog rasada na tri razli¢ita nivoa zaslanjenosti
zemljista (original)
Kod drugog ispitivanog nekalemljenog hibrida, Berberana F1, S3 je smanjio visinu biljke
za 35% (SI. 17), broj listova za 53% i debljinu stabla za 47% u poredenju sa kontrolom. Kod
kalemljenih biljaka na S3 doslo je do smanjenja od 28% u visini biljke (SI. 17), 39% u broju

listova, te 42% u debljini stabla u poredenju sa kontrolom (Tab. 3).
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BERBERANAFI1

Kontrola S1 S2 S3

Nekalemi

Slika 17. Hibrid Berberana F1 gajen iz nekalemljenog i kalemljenog rasada na tri razli¢ita nivoa zaslanjenosti
zemljista (original)
Nekalemljeni hibrid Bella F1 je pokazao najloSije rezultate, jer je S3 doveo do
smanjenja rasta biljke za 49% (SI. 18), broja listova za 58%, te debljine stabla za 60%.
Kalemljene biljke istog hibrida na S3 pokazale su statisticki visoko znacajno manju visinu

biljke (43%)(SI. 18), broj listova (54%) i debljinu stabla (53%) u poredenju sa kontrolom

(Tab. 3),
BELLAF1

Kontrola S1 S2 S3

Nekalem

Kalem

Slika 18. Hibrid Bella F1 gajen iz nekalemljenog i kalemljenog rasada na tri razli¢ita nivoa zaslanjenosti

zemljista (original)
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Tabela 3. Proseéna vrednost visine stabla, broja listova i debljine stabla (+ SD) nekalemljenih (NK) i

kalemljenih (K) hibrida Buran F, Berberana F1 i Bella F1 izloZenih razli¢itim nivoima zaslanjenosti supstrata

* oznaCava statisticki znacajnu razliku izmedu biljaka na svakom nivou saliniteta u poredenju sa kontrolnim

biljkama (EC 1.7 dS m™) prema LSD testu (p < 0.05)

Hibrid Salinitet Visina (cm) Broj listova Debljina stabla (mm)
Buran F1 NK Kontrola 45,26 + 3,27 12,10+ 1,3 1314+1,.2
Buran F1 NK S1 45,89 + 4,23 1240+1,2 13,20+ 1,2
Buran F1 NK S2 4481+31 1290+1,1 12,75+1,1
Buran F1 NK S3 27,30+ 1,7* 7,20 + ,05* 7,18 +0,4*

Buran F1 K Kontrola 43,23 + 3,95 11,60 +1,5 14,10 + 1,22
Buran F1 K S1 44,30 + 3,22 1240+1,1 13,80 £1,12
Buran F1 K S2 45,20 + 3,15 11,40+ 1,08 14,50 + 1,16
Buran F1 K S3 28,50 + 2,51* 8,20 £ 0,5* 9,79 £ 0,09*
Berberana F1 NK Kontrola 43,30+3,1 13,20 1,25 14,20 £ 1,28
Berberana F1 NK S1 45,20 £ 4,07 12,40+ 15 13,10 £1,24
Berberana F1 NK S2 45,90 + 3,37 13,80 + 1,96 13,20 + 0,99
Berberana F1 NK S3 28,20 + 1,26* 6,20 + 0,45* 7,50 = 0,05*
Berberana F1 K Kontrola 41,05+ 4,02 13,8+ 1,09 15,3012
Berberana F1 K S1 425+37 13,08 + 1,02 15,10+ 1,34
Berberana F1 K S2 43,2+ 3,89 13,50 + 0,94 1537+15
Berberana F1 K S3 29,6 + 1,9*% 8,40 +0,31* 8,89 +0,8*
BellaF1 NK Kontrola 39,10+ 2,7 12,13+ 0,05 12,80+ 0,18
Bella F1 NK S1 40,20 £ 3,5 12,00 + 0,05 13,50 +0,34
Bella F1 NK S2 40,60 + 3,8 12,40 £ 1,15 13,40 £ 0,97
Bella F1 NK S3 20,10 +1,4* 5,10 £ 0,39* 5,10 £ 0,35*
BellaF1 K Kontrola 37,50+ 3,8 11,20+ 0,9 13,10+1,2
BellaF1 K S1 37,41+ 3,26 10,80+ 0,84 13,96 + 1,24
BellaF1l K S2 36,07 + 2,48 10,90 £ 0,92 12,97 + 0,86
BellaF1 K S3 21,40 +0,93* 5,10 £ 0,21* 6,19 + 0,06*
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Povecana zaslanjenost supstrata je u direktnoj korelaciji sa smanjenim usvajanjem vode
Sto dovodi do niza poremecaja u biljnom metabolizmu i morfologiji. Usled smanjenog
usvajanja vode dolazi do gubitka turgora u listovima, njihovog slabijeg rasta i samim time
smanjenja fotosintetiCke povrSine (Erdei i Taleisnik, 1993; Huang i Redmann, 1995). Sem
toga, toksi¢no nakupljanje jona Na* i CI” dovodi do smanjenja sadrzaja hlorofila i zatvaranja
stoma, te ograni¢enja u proizvodnjii fotoasimilata (Romero-Aranda i Syvertsen, 1996).
Istrazivanja Romero-Aranda i Cuartero (2001) na dva kultivara paradajza izloZzenim
zaslanjenosti od 35 mM NaCl i 70 mM NaCl pokazuju da povecana zaslanjenost znatno utice
na visinu stabljike biljke i broj listova. U njihovim istrazivanjima biljke izloZene zaslanjenost
od 35 mM NaCl imale su u proseku za 20% manju visinu u poredenju sa kontrolom, dok je
zaslanjenost od 75 mM NaCl dovela smanjenja visine biljke za preko 30%. Takode broj
listova bio je manji u proseku za 15 % kod oba nivoa saliniteta u poredenju sa kontrolom. U
eksperimentu Rivero 1 sar. (2013) biljke paradajza izloZene sonom stresu (120 mM NaCl)
imale su manju visinu za 35% u poredenju sa kontrolom, §to je u korelaciji sa rezultatima ove
disertacije. Autori su smanjeni rast biljaka izlozenih ovom abiotickom stresu povezali sa
promenama fotosintetickih parametara (smanjenom stopom transpiracije i manjom
efikasnosti PS II). Sli¢ne rezultate dobili su i Babu i sar. (2012), koji su u eksperimentu sa
paradajzom izlozenom razli¢itim nivoima zaslanjenosti supstrata (25, 50, 100, 150 i 200 mM
NaCl) dokazali da povecanjem zaslanjenosti supstrata dolazi do smanjenja vrednosti
morfoloSkih (visine biljke) 1 fizioloSkih parametara usled neravnoteZe u usvajanju jona i
osmotskog stresa koji imaju kljuénu ulogu u poremecaju ¢éelijske funkcije u biljci (Foolad,
2004).

Obzirom na rezultate morfoloskih analiza u ovoj disertaciji, za drugu godinu istrazivanja

izabrani su nekalemljena i kalemljena varijanta hibrida Buran F1 i Berberana F1.

38
Ivana Koleska dipl.inz.-master, Doktorska disertacija



Morfo-fizioloske osobine paradajza u uslovima povecanog saliniteta

6.2. Druga godina istraZivanja
6.2.1 Enzimski antioksidansi

6.2.1.1. SOD aktivnost

SOD predstavlja prvu liniju odbrane u uslovima oksidativnog stresa u biljkama (Salin,
1987). Uloga ovog enzima u antioksidativnom metabolizmu biljaka paradajza izlozenih
stresu usled povecane zaslanjenosti supstrata predmet je istrazivanja mnogih naucnika
(Mittova i sar., 2002; Chookhampaeng i sar., 2007; Tari i sar., 2015).

Zaslanjenost zemljiSta je znaCajno uticala na aktivnost SOD kod oba ispitivana
hibrida. Kod svih biljaka hibrida Buran F1 detektovano je 6 izoformi SOD (Rf SOD1= 0,37;
Rf SOD 2 = 0,46; Rf SOD 3 = 0,51; Rf SOD 4 = 0,55; Rf SOD5= 0,59; Rf SOD 6 = 0,63)
(SI. 19).

BURAN F1 NK BURANFI1K
J |

SOD 1

SOD2

SOD 3
SOD 4

SOD 5§
SOD 6

K S1 82 S3 K S1 S2 S3

Nivo saliniteta Nivo saliniteta

Slika 19. Izoenzimski profil superoksid dismutaza u listovima nekalemljenog (NK) i kalemljenog (K) hibrida
paradajza Buran F1 (kontrolnih i tretiranih biljaka). Rf vrednost svih izoformi je izraGunata koriste¢i program
Image master Total Lab TL 120.

Slican rezultat je dobijen i za hibrid Berberana F1. U listovima ovih biljaka takode se
javlja sest SOD izoformi (Rf SOD1= 0,37; Rf SOD 2 = 0,46; Rf SOD 3 =0,51; Rf SOD 4 =
0,55; Rf SOD5= 0,59; Rf SOD 6 = 0,63) (SI. 20).
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BERBERANA F1 NK BERBERANA F1 K

| |

SOD 1 «—s0D1

i SOD 2
«—50D3

SOD 3 «_SOD 4

SO T
«— 50D 6

SOD 6

K S1 82 S3 K S1 S2  S3

Nivo saliniteta Nivo saliniteta

Slika 20. Izoenzimski profil superoksid dismutaza u listovima nekalemljenog (NK) i kalemljenog (K) hibrida
paradajza Berberana F1 (kontrolnih i tretiranih biljaka). Rf vrednost svih izoformi je izracunata koriste¢i

program Image master Total Lab TL 120.

U listovima nekalemljenih biljaka Buran F1 svi nivoi zaslanjenosti supstrata izazvali
su statisti¢ki visoko znacajno povecanje aktivnosti SOD. Najvisa aktivnost ovog enzima, ¢ak
27% veca u odnosu na kontrolu, izmerena je kod biljaka gajenih na S1. Sem toga, S2 i S3 su
za 23% odnosno 25% povecali aktivnost SOD u poredenju sa kontrolom (Slika 21). U
listovima nekalemljenih biljaka drugog ispitivanog hibrida, Berberana F1, statisticki visoko
znacajno povecanje SOD aktivnosti izmereno je na S1 (za 10%) i na S3 (za 32%) u

poredenju sa kontrolom (SI. 21).
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400.000+ (J Buran F1
% Berberana F1

300.0001

* *

1%

Slika 21. Aktivnost SOD (relativne jedinice) u listovima nekalemljenih hibrida Buran F1 i Berberana

—

200.000+

M
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SOD aktivnost
(relativne jedinice)

100.000+

N

—

K S

Nivo saliniteta

S3

F1(kontrolnih i tretiranih biljaka). * oznaCava statisti¢ki znacajnu razliku izmedu biljaka na svakom nivou

saliniteta u poredenju sa kontrolnim biljkama (EC 1,7 dS m™) prema LSD testu (p < 0.05)

Kod kalemljenih biljaka hibrida Buran F1, S1 je doveo do najveceg statisticki Visoko
znacajnog povecanja SOD aktivnost, gde je za 32% veca SOD aktivnost u odnosu na
kontrolu. Takode, statisticki visoko znacajno povecanje SOD aktivnosti u poredenju sa
kontrolom izmereno je i na S3 (za 14%) (Slika 22). Sli¢an obrazac javlja se i kod kalemljenih
biljaka drugog ispitivanog hibrida Berberane F1, gde je analizom SOD aktivnosti
konstatovana statisticki visoko znacajna razlika na S1 (za 40%) i S3 (za 38%) (SI. 22).
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(J Buran F1
400.000 - % Berberana F1
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200.000

SOD aktivnost
(relativne jedinice)

100.000

K $1 $2 S3

Nivo saliniteta

Slika 22. Aktivnost SOD (relativne jedinice) u listovima kalemljenih hibrida Buran F1 i Berberana (kontrolnih i
tertiranih biljaka). * oznaCava statisticki znadajnu razliku izmedu biljaka na svakom nivou saliniteta u

poredenju sa kontrolnim biljkama (EC 1,7 dS m™) prema LSD testu (p < 0.05)

Istrazivanja Murshed i sar. (2014) na aktivnost SOD u razli¢itim stadijumima
sazrevanja plodova paradajza i izloZenih razli¢itim nivoima zaslanjenosti supstrata (50, 100 i
150 mM NaCl) pokazuju povecanu aktivnost SOD na svim nivoima zaslanjenosti i svim
stadijumima sazrevanja, izuzev kada su plodovi potpuno crveni. Ovo povecanje SOD
aktivnosti u uslovima stresa pove¢ava mogucénost “hvatanja” O, radikala §to moZe smanjiti
Stetu u membranama plodova.

Prema rezultatima ove disertacije i kod nekalemljenih i kalemljenih biljaka oba
ispitivana hibrida, S1 i S3 dovode do najvec¢eg povecanja SOD aktivnosti. Do sli¢nih
rezultata dosli su i Srinieng i sar. (2015) koji su su kod biljaka paradajza gajenih u in vitro
uslovima 1 izloZenih razli¢itim koncentracijama zaslanjenosti podloge utvrdili da aktivnost
SOD zavisi od koncentracije soli kojoj su biljke izloZene, te da na najmanjoj (5 mM NacCl) i
najvecoj koncentraciji zaslanjenosti podloge (100 mM NaCl) njena aktivnost raste, dok na
srednjem nivou zaslanjenosti (10, 25 i 50 mM NacCl) aktivnost SOD opada.

Nepromenjenost SOD aktivnosti na S2 kod nekalemljenog hibrida Berberane F1 i kod

kalemljenih biljaka oba hibrida u naSem istrazivanju moze se povezati sa istrazivanjem
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Khodary (2004) Kkoji je utvrdio da umereno povecéani salinitet (3000 ppm) moze
smanjiti/spreciti usvajanje azota, fosfora i kalijuma kod leguminoza. Smanjeno usvajanje
azota utiCe na sintezu peptida i prouzrokuje neizbezno smanjenje sadrzaja enzima. Osim toga,
smanjenje sadrzaja enzima moze biti usled viska NaCl na S2 koji remeti produkciju
odredenih biomolekula (Mittler, 2002) te pogorSava metabolizam superoksid dismutaze.
Povecanje aktivnosti SOD na S3 moZe se objasniti adaptacijom biljnog metabolizma, ¢ime je

ponovno uspostavljen visok sadrzaj SOD.

6.2.1.2. POD i APX aktivnost

Kad je u pitanju peroksidazna aktivnost, analizom varijanse uocava se statisti¢ki
visoko znacajna razlika dva ispitivana hibrida dobijenih iz nekalemljenog rasada pri ¢emu je
izmerena veca POD aktivnost kod hibrida Berberana F1 u poredenju sa hibridom Buran F1
(SI. 23). Primeéeno je takode, smanjenje POD aktivnosti kod oba hibrida na svim nivoima
zaslanjenosti supstrata u poredenju sa kontrolom. Kod Burana F1 najveéi pad POD aktivnosti
je izmeren na S1 (37%), dok je kod hibrida Berberana F1 najveci pad POD aktivnosti (33%)
izmeren na S2 (SI. 23).

Kalemljene biljke hibrida Berberana F1 imaju statisti¢ki znacajno vecu aktivnost POD
u poredenju sa hibridom Buran F1. Kod hibrida Berberana F1 primeceno je statisticki
znacajno smanjenje POD aktivnosti na svim nivoima zaslanjenosti supstrata u poredenju sa

kontrolom. Najveée smanjenje POD aktivnosti detektovano je na S2 (17%) (SI. 23).
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Slika 23. Uticaj sonog stresa na aktivnost POD (umol/mg proteina x min™) u listovima hibrida paradajza Buran
F1 i Berberana F1 gajenih iz nekalemljenog (NK) i kalemljenog (K) rasada (kontrolnih i tretiranih biljaka)
* oznaCava statisti¢ki znacajnu razliku izmedu biljaka na svakom nivou saliniteta u poredenju sa kontrolnim

biljkama (EC 1,7 dS m™) prema LSD testu (p < 0.05)

Nativnom elektroforezom detektovano je prisustvo pet POD izoformi kod hibrida
Buran F1 gajenog iz nekalemljenog i kalemljenog rasada (Rf POD 1= 0,56; Rf POD 2 = 0,62;
Rf POD 3 = 0,70; Rf POD 4 = 0,72; Rf POD 5 = 0,75) u listovima kontrolnih i tretiranih
biljaka (SI. 24).

44
Ivana Koleska dipl.inz.-master, Doktorska disertacija



Morfo-fizioloske osobine paradajza u uslovima povecanog saliniteta

BURAN F1 NK BURANF1 K
| |

pon1—->~"..‘ ALl RPN 1 <« POD1

POD 2—> ~ : . .

POD 3

POD 4—s <«— POD3

POD 5—» <«— POD 4
<— PODS

—pee
K S1 S2 S3 K §S1 S2

Nivo saliniteta Nivo saliniteta

S3

Slika 24. Nativni gel sa razdvojenim peroksidaznim izoformama u listovima nekalemljenog (NK) i kalemljenog
(K) hibrida paradajza Buran F1 (kontrolnih i tretiranih uzoraka). Rf vrednost svih izoformi je izracunata

koriste¢i program Image master Total Lab TL 120.

Kod nekalemljenih i kalemljenih bijaka hibrida Bereberana F1 uoceno je sest POD
izoformi u kontroli i tretiranim biljkama (Rf POD 1= 0,56; Rf POD 2 = 0,62; Rf POD 3 =
0,65; Rf POD 4 =0,70; Rf POD 5 = 0,72; RF POD 6 = 0,75) (SI. 25).
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Slika 25. Nativni gel sa razdvojenim peroksidaznim izoformama u listovima nekalemljenog (NK) i kalemljenog
(K) hibrida paradajza Berberana F1 (kontrolnih i tretiranih uzoraka). Rf vrednost svih izoformi je izradunata

koriste¢i program Image master Total Lab TL 120.

Aktivnost APX je u kontroli bila veca kod nekalemljenog hibrida Buran F1 u odnosu
na nekalemljeni genotip Berberana F1. Kod oba hibrida sa pove¢anjem saliniteta dolazi do
smanjenja APX aktivnosti na svim nivoima povecane zaslanjenosti supstrata u poredenju sa
kontrolom. Najvece smanjenje APX aktivnosti kod oba hibrida izmereno je na S3 (kod
Burana F1 za 56%, a kod Berberana F1 za 44% ) (Sl. 26).

Kod kalemljenih biljaka hibrida Buran F1 konstatovana je statisti¢ki visoko znacajna
razlika u delovanju APX, gde je na S1 1 S3 izmerena manja aktivnost APX u poredenju sa
kontrolom (na S1 za 12%, a na S3 za 15%) (SI. 26). Sli¢an rezultat dobijen je i za hibrid
Berberana F1 gde je na S1 statisti¢ki znac¢ajno manja aktivnost APX za 68%, a na S3 za 63%

u poredenju sa kontrolom (SI. 26).
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Slika 26. Uticaj sonog stresa na APX (umol/mg proteina x min™) u listovima hibrida paradajza Buran F1 i
Berberana F1 gajenih iz nekalemljenog (NK) i kalemljenog (K) rasada (kontrolnih i tretiranih biljaka)
* oznacCava statisti¢ki znacajnu razliku izmedu biljaka na svakom nivou saliniteta u poredenju sa kontrolnim

biljkama (EC 1,7 dS m™) prema LSD testu (p < 0.05)

Kod velikog broja biljaka dokazana je pozitivna korelacija izmedu tolerantnosti na
povisen salinitet i povecanu aktivnost POD i APX (Xie i sar., 2008; Wang i sar., 2009).
Osmotski stres se kod mnogih biljnih vrsta dovodi u vezu sa pojacanim stvaranjem H,0, §to
direktno ima za posledicu i povecanje peroksidazne aktivnosti (Hu i sar., 2012). Najcesce je
povecana peroksidazna aktivnost posledica pojacanog stvaranja H,O, usled razgradnje
superoksida. S druge strane vrste i genotipovi biljaka osetljivih na poviSen salinitet najcesce
se odlikuju nepromenjenom ili ¢ak smanjenom POD aktivno$¢u u stresnim uslovima
(Safeena i Bandara, 2006; Guerrero i sar., 2015), sto je slucaj i o ovom istrazivanju gde i kod
nekalemljenih i kalemljenih biljaka oba ispitivana hibrida dolazi do smanjenja POD
aktivnosti kod biljaka izlozenih povecanoj zaslanjenosti supstrata u poredenju sa kontrolom.
U studiji koju su radili Meloni i sar. (2003), ispitivana je peroksidazna aktivnost kod dva
hibrida pamuka u uslovima sonog stresa, pri ¢emu je kod hibrida koji je osetljiv na navedeni
stresor uoc¢eno odsustvo promene POD aktivnosti. Poveéana SOD aktivnost bez prateceg
povecanja POD aktivnosti i moguénosti uklanjanja nastalog H,O, moZze dovesti do povecane

citotoksi¢nosti izazvane izuzetno reaktivnim hidroksil radikalom koji nastaje u Haber-Weiss-
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ovoj reakciji iz H,O, (Gossett i sar., 1994), ukoliko neki drugi mehanizmi eliminacije

peroksida nisu ukljuceni.

U rezultatima ove disertacije, kod nekalemljenih i kalemljenih biljaka oba ispitivana
hibrida dolazi do smanjenja APX aktivnosti kod biljaka izlozenih poveéanoj zaslanjenosti
zemljista u poredenju sa kontrolom, Sto se podudara sa istrazivanjima Shalata 1 sar. (2001)
kod kojih je ispitivana aktivost APX u korenu kod hibrida paradajza osetljivog na povecanu
zaslanjenost supstrata (Lem) i njegovog divljeg srodnika otpornog na soni stres (Lpa).
Utvrdeno je da kod hibrida Lem dolazi do smanjenja aktivnosti APX u uslovima sonog stresa.
U istrazivanjima Mittova i sar. (2002) koji su takode radili na hibridu Lem i njegovom
divljem srodniku otpornom na soni stres — Lpa, utvrdeno je da je u uslovima povecane
zaslanjenosti supstrata (100 mM) aktivnost APX u peroksizomima ostala nepromenjena kod
hibrida Lem. Takode, koncentracija H,O, u peroksizomima u uslovima povec¢anog saliniteta
se nije povecala ni kod hibrida Lem ni kod Lpa, §to se moze objasniti prisustvim porina u
membranama peroksizoma koji olaksavaju transport H,O, iz ovih organela (Reumann i sar.,
1997). Neki autori su potvrdili da APX aktivnost takode moze biti nepromenjena u uslovima
povecane zaslanjenosti supstrata (Bandeoglu i sar., 2004). Hernandez i sar. (2000) su utvrdili
da povecan salinitet ne menja APX aktivnost u listovima umereno osetljivog kultivara graska.

Novija istrazivanja pokazuju da stres usled povecane zaslanjenosti supstrata dovodi
do povecanja APX aktivnosti kod mladih listova, dok kod starijih listova SOD i nenezimski

antioksidansi, kao npr. askorbinska kiselina, imaju prioritet (Tari i sar., 2015).
6.2.1.3. AA i DHA sadrzaj

U istrazivanjima ove disertacije utvrdeno je da svi nivoi saliniteta dovode do
povecane koncentracije AA kod nekalemljenog hibrida Buran F1, s tim da S1 dovodi do
najveceg povecanja u poredenju sa kontrolom (70%). U listovima nekalemljenog hibrida
Berberane F1, S1 i S3 dovode do znagajnog povecanja koncetracije AA u poredenju sa
kontrolom, a najvece povecanje je izmereno na S3 (64%). Takode, kod oba hibrida moze se
primetiti da su promene u sadrzaju AA paralelne sa promenama SOD aktivnosti (SI. 21, SI.
27).

Kod nekalemljenog hibrida Buran F1 svi nivoi povecane zaslanjenosti supstrata

dovode do povecanja sadrzaja oksidovanog askorbata (DHA), a najvec¢i sadrzaj DHA izmeren
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je na S1 (42%). Kod nekalemljenog hibrida Berberana F1, S1 i S2 prouzrokuju povecanje

sadrzaja DHA, dok kod S3 nije uocena znacajna promena (Sl. 27).
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Slika 27. Sadrzaj ukupnog askorbata - AA (A) i dehidroaskorbata - DHA (B) u listovima hibrida Buran F1 i
Berberana F1 gajenih iz nekalemljenog rasada (kontrolnih i tretiranih biljaka). * oznacava statisti¢ki znac¢ajnu
razliku izmedu biljaka na svakom nivou saliniteta u poredenju sa kontrolnim biljkama (EC 1,7 dS m™) prema
LSD testu (p < 0.05)

Kod kalemljenog hibrida Buran F1, S1 i S3 dovode do statisti¢ki znacajno veéeg
sadrzaja AA u poredenju sa kontrolom. Kod S1 za 57% je veca koncentracija AA u poredenju
sa kontrolom, a kod S3 za 32% (SI. 28).

Kod kalemljenog hibrida Buran F1 izmeren je porast koncentracije oksidovanog
askorbata (DHA) na svim nivoima poveéane zaslanjenosti supstrata u odnosu na kontrolu.
Kod kalemljenog hibrida Bereberana F1 na S1 i S2 je izmereno statisticki znacajno veci
sadrzaj DHA u poredenju sa kontrolom (22% ve¢i sadrzaj DHA na S1, i 33% vec¢i sadrZaj
DHA na S2) (SI. 28).
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Slika 28. Koncentracija AA (umol/ gFW)(A) i DHA (umol/ gFW) (B) u listovima hibrida Buran F1 i
Berberana F1 gajenih iz kalemljenog rasada (kontrolnih i tretiranih biljaka). * oznacava statisticki znaéajnu
razliku izmedu biljaka na svakom nivou saliniteta u poredenju sa kontrolnim biljkama (EC 1,7 dS m™) prema
LSD testu (p < 0.05)

Takode je potrebno izdvojiti i naglasiti odnos sadrZaja ukupnog i oksidovanog
askorbata (AA/DHA). U listovima nekalemljenih i kalemljenih biljaka hibrida Buran F1 na
S1 detektovano je najvece povecanje sadrzaja AA, a u isto vreme oksidacija je bila najmanja.
S druge strane, u listovima nekalemljenih biljaka hibrida Berberana F1, najve¢i sadrzaj AA
detektovan je na S3, gde je takode oksidacija bila na minimumu, dok je kod kalemljenih
biljaka istog hibrida najveci sadrzaj AA detektovan na S1 i S3 nivou zaslanjenosti supstrata
(SI. 29).
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Slika 29. Odnos sadrzaja ukupnog i oksidovanog askorbata (AA/DHA) izrazenog u % kod nekalemljenih (A) i
kalemljenih (B) biljaka hibrida Buran F1 i Berberana F1 (kontrolnih i tretiranih biljaka)

Askorbat je jedna od najvaznijih neenzimskih komponenti antioksidativne odbrane
kod biljaka i osim §to uklanja H,O, u reakciji katalizovanoj askorbat peroksidazom moze
takode direktno reagovati sa superoksid i hidroksi radikalom (Reddy i sar., 2004; Foyer i
Noctor, 2005; Sagi i Fluhr, 2006). Da se koncentracija askorbata povecava u biljnim ¢elijama
tokom izloZenosti stresu usled povecane koncentracije supstratnog saliniteta kod biljaka

potvrdeno je u mnogim studijama (Hernandez i sar., 2000; Mittova i sar., 2000).

Poznato je da se askorbat moZe obnoviti putem DHAR i MDHAR u procesu
poznatom kao Hallivel-Asada ciklus (Noctor i Foyer, 1998). Novija istrazivanja potvrduju da
promene u rezervama askorbata i antioksidativnih enzima (SOD, POD i APX) kod biljaka
paradajza izloZenih stresu usled poveéane zaslanjenosti supstrata zavise od razvojnog

stadijuma ploda (Murshed 1 sar., 2014). Autori su primetili da tokom ovog vida abioti¢kog
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stresa, potpuno zreli plodovi paradajza imaju vec¢i sadrzaj ukupnog askorbata, ali nizu
vrednost dehidroaskorbata i1 drugih enzima antioksidativne odbrane, u poredenju sa

plodovima koji nisu dostigli punu zrelost (zeleni i narandZzasti plodovi).

Povecan AA/DHA odnos, tj. povecana koncentracija ukupnog askorbata bez promena
sadrzaja DHA kod biljaka izlozenih stresu usled povecane zaslanjenosti supstrata
evidentirana je u studiji Hafsi i sar. (2010). Oni su utvrdili da ovaj vid stresa kod listova
je¢ma dovodi do poveéanja koncentracije ukupnog askorbata u poredenju sa oksidovanom
formom i objasnili su to brzom regeneracijom u askorbat-glutation ciklusu. Isto objasnjenje
se moze primeniti 1 na rezultate koje smo mi dobili. Pove¢an AA/DHA odnos u listovima
hibrida Buran F1 i Berberane F1 kao odgovor na stres zaslanjenosti upuéuje na to da je
askorbat koristen u antioksidativnoj zastiti, ali tokom adaptacije biljke on je i obnovljen.
Takode je bitno da se istakne da je povecana zaslanjenost supstrata dovela do promena u
askorbat redoks stanju hibrida Burana F1 i Berberane F1, ali je reakcija oba hibrida bila

specifi¢na za odreden nivo zaslanjenosti.
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6.2.2. Neenzimski antioksidansi

6.2.2.1. Koncentracija fenolnih jedinjenja i ukupni antioskidativni kapacitet u listovima

i plodovima

Povecana zaslanjenost supstrata ima veliki uticaj na kvalitatativni sastav paradajza
(De Pascale i sar., 2001).

U listovima kalemljenih i nekalemljenih biljaka hibrida Buran F1 svi nivoi poviSenog
saliniteta dovode do statisticki znacajnog smanjenja sadrzaja fenola u odnosu na kontrolu.
Kod nekalemljenih biljaka ovog hibrida sadrzaj fenola je u odnosu na kontrolu manji za 28%
na S1 na S2 za 30%, a na S3 za 29% (SI. 30). Kod kalemljenih biljaka Burana F1 za 16 % je
manji sadrza fenola na S1 u poredenju sa kontrolom, na S2 za 23%, te na S3 za 20% (SI. 30).
Takode, kalemljene biljke ovog hibrida imaju statisticki znacajno manji sadrzaj fenola u
poredenju sa nekalemljenim biljkama (u kontrolnim je za 31% manji sadrzaj fenola kod
kalemljenih biljaka, na S1 za 20%, na S2 za 25%, a na S3 za 23%) (SI. 30). Sli¢no tome,
listovi nekalemljenih biljaka hibrida Berberana F1 pokazuju statisticki znacajno smanjenje
sadrzaja fenola u odnosu na kontrolu na svim nivoima povisenog saliniteta (na S1 za 21%, na
S2 za 28%, te na S3 za 27%), dok je kod kalemljenih biljaka samo na S2 statisti¢ki znac¢ajno
smanjenje sadrzaja fenola u odnosu na kontrolu (za 13%) (SI. 30). Takode kalemljene biljake
Berberana F1 u poredenju sa nekalemljenim biljkama istog hibrida imaju znacajno manji

sadrzaj fenola na kontroli (28%) i S2 (14%) (SI. 30).

U plodovima kalemljenih i nekalemljenih biljaka hibrida Buran F1 na svim nivoima
poviSenog saliniteta, sadrZaj ukupnih fenola je statisti¢ki znacajno ve¢i u odnosu na kontrolu,
a salinitet S2 dovodi do najveceg povecanja (SI. 30). Kod nekalemljenih biljaka ovog
ispitivanog hibrida ukupni sadrzaj fenola je za 38% vecu na S1 u poredenju sa kontrolom, na
S2 za 84%, te na S3 za 55%. Ukupni sadrzaj fenola kod kalemljenih biljaka je za 22% ve¢i na
S1 u poredenju sa kontrolom, na S2 za 70%, te na S3 za 51% (SI. 30). Sem toga, sadrzaj
fenola u plodovima kalemljenih biljaka hibrida Buran F1 je je statisticki znaajno manji u
odnosu na nekalemljene biljke istog hibrida samo na S2 (za 37%) (Sl. 30). U plodovima
nekalemljenih i kalemljenih biljaka hibrida Berberana F1 na S2 i S3 je statisticki znacajno
vec¢i sadrzaj ukupnih fenola u odnosu na kontrolu, gde S2 dovodi do najveceg povecanja (SI.
30). Kod nekalemljenih biljaka hibrida Berberana F1 za 46% je veéi sadrzaj ukupnih fenola
na S2 u poredenju sa kontrolom, a na S3 ta razlika iznosi 31%. Kalemljene biljke ovog
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hibrida imaju za 69% veéi sadrzaj ukupnih fenola na S2 u poredenju sa kontrolom, te na S3
za 46% (Sl. 30). Takode, kalemljene biljke hibrida Berberana F1 imaju statisticki znacajno
manji sadrzaj fenola u odnosu na nekalemljene biljke na svim nivoima povisenog saliniteta.

Na kontroli ta razlika je najveca i iznosi 52%, na S1 51%, na S2 17%, te na S3 39% (SI. 30).
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Slika 30. Ukupni sadrzaj fenola (mg GAE g™ DW) u listovima i plodovima Buran F1 (A) i Berberana F1 (B)
kalemljenih (K) i nekalemljenih (NK) hibrida paradajza tretiranih sa razli¢itim koncentracijama soli u zemljistu.
* oznatava statisticki znagajnu razliku izmedu NK i K biljaka oba genotopa prema LSD testu (p < 0.05); **¢
predstavlja statistiCku razliku izmedu razli¢itih nivoa saliniteta prema Tuckey's HSD.

Svi nivoi povecane zaslanjenosti supstrata dovode do smanjenja sadrzaja fenola u
listovima nekalemljenih i kalemljenih biljaka oba ispitivana hibrida. S druge strane, suprotan
trend promene je detektovan u njihovim plodovima, gde posebno S2 dovodi do najveceg
porasta ovog parametra. U istrazivanjima mnogih autora dokazano je da povecani zemlji$ni
salinitet dovodi do povecanja sadrzaja fenola u plodovima paradajza. Krauss i sar. (2006) su
u eksperimentu na paradajzu izloZzenom povecanoj zaslanjenosti supstrata (6,5 dS m™ i 10 dS
m™?) utvrdili da sa povecanjem saliniteta dolazi do povecanja koncentracije fenola u
plodovima ispitanog hibrida. Takode, u istrazivanju Ali i Ismail (2014) utvrdeno je da

povecan salinitet (100 mM) povecava koncentraciju fenola i flavonoida u plodu paradajza.
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U rezultatima ove disertacije ukupni sadrzaj flavonoida u listovima nekalemljenih i
kalemljenih biljaka hibrida Buran F1 je na svim nivoima poviSenog saliniteta statisti¢ki
znacajno manji u poredenju sa kontrolom (Sl. 31). Kod nekalemljenih biljaka na S1 sadrzaj
flavonoida je manji za 17% u poredenju sa kontrolom, te na S3 za 18%. S2 dovodi do
najveceg smanjenja sadrzaja flavonoida u poredenju sa kontrolom (26%) (Sl. 31). Kod
kalemljenih biljaka istog hibrida S2 dovodi takode do najveceg smanjenja sadrzaja
flavonoida u poredenju sa kontrolom (27%), dok S1 dovodi do smanjenja od 8%, a S3 od
19% (SI. 31). Kalemljene biljke hibrida Buran F1 na svim nivoima saliniteta imaju statisticki
znacajno manji sadrzaj flavonoida u poredenju sa nekalemljenim biljkama (na kontroli za
22%, na S1 za 13%, na S2 za 23%, te na S3 za 25%) (Sl. 31). U listovima kalemljenih i
nekalemljenih biljaka drugog ispitivanog hibrida, Berberana F1, takode svi nivoi
zaslanjenosti dovode do statisticki znacajno manjeg sadrzaja flavonoida u poredenju sa
kontrolom (SI. 31). Kod nekalemljenih biljaka S1 i S3 dovode do smanjenja sadrzaja
flavonoida za 35%, a S2 smanjuje sadrzaj flavonoida za 37% u poredenju sa kontrolom (SI.
31). Kod kalemljenih biljaka sadrzaj flavonoida je na S1 manji za 15% u poredenju sa
kontrolom, te na S3 za 10%. S2 dovodi do najvefeg smanjenja sadrzaja flavonoida u

poredenju sa kontrolom (za 42%) (SI. 31).

U plodovima nekalemljenih 1 kalemljenih biljaka hibrida Buran F1, ukupni sadrzaj
flavonoida je samo na S2 statisticki znacajno veci u poredenju sa kontrolom (kod
nekalemljenih biljaka za 93%, a kod kalemljenih za 87%) (SI. 31). Takode, isti nivo saliniteta
dovodi do statisticki znaCajne razlike izmedu kalemljenih i1 nekalemljenih biljka, gde
kalemljene biljke hibrida Buran F1 imaju za 43% manji sadrzaj flavonoida (SI. 31). U
plodovima kalemljenih i nekalemljenih biljaka hibrida Berberana F1, S2 i S3 dovode do
statisticki znaCajnog povecanja sadrzaja flavonoida u poredenju sa kontrolom. Kod
nekalemljenih biljaka ovog hibrida S2 dovodi do povecanja od 76%, a S3 do povecanja od
9% u poredenju sa kontrolom (Sl. 31). Kalemljene biljke istog hibrida imaju na S2 veci
sadrzaj flavonoida za 86%, a na S3 za 78% u poredenju sa kontrolom (SI. 31). Sem toga,
kalemljene biljke imaju statisticki znafajno manji sadrzaj flavonoida u poredenju sa

nekalemljenim biljkama na kontroli (79%), na S1 (72%) i S2 (65%) (SI. 31).
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Slika 31. Ukupni sadr7aj flavonoida (mg CE g™ DW) u listovima i plodovima Buran F1 (A) i Berberana F1 (B)
kalemljenih (K) i nekalemljenih (NK) hibrida paradajza tretiranih sa razli¢itim koncentracijama soli u zemljistu.
* oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu NK i K biljaka oba genotopa prema LSD testu (p < 0.05); *¢
predstavlja statisti¢ku razliku izmedu razli¢itih nivoa saliniteta prema Tuckey's HSD.

Sadrzaj flavonoida u listovima nekalemljenih biljaka hibrida Buran F1 i Berberana F1
prati sadrzaj fenola. Ova povezanost trenda promene fenola 1 flavonoida u listovima oba
ispitivana hibrida je ocekivana, obzirom da flavonoidi predstavljaju najvecu grupu u sklopu
fenolnih jedinjenja (D'Introno, 2009). Sem toga, S2 dovodi do najve¢eg smanjenja sadrZaja
ukupnih flavonoida u listovima nekalemljenih biljaka oba hibrida, i istovremeno prouzrokuje
njihov najveéi porast u plodovima. Razlog za ovaj trend promene moZe biti transport
flavonoida putem floema iz listova u plodove, radi njihove antioksidativne zastite. Neki
istrazivaci su potvrdili da vodni stres dovodi do nagle ekspresije nosaca flavonoida i
aktivacije celokupnog flavonoidnog puta biosinteze (Castellarin i sar., 2007; Braidot i sar.,
2008). Ovo upucuje da uslovi stresa predstavljaju okidac¢ za transport flavonoida i njithovu
akumulaciju u plodovima paradajza. Abdallah i1 sar. (2016) su u svojim istraZzivanjima
potvrdili da stres usled povecane zaslanjenosti supstrata intenzivira ekspresiju gena
uklju¢enih u metabolizam flavonoida kod biljaka Solanum nigrum i prepoznali su to kao
antioksidativni mehanizam adaptacije u uslovima ovog abiotickog stresa. Agati 1 sar. (2011)
su dokazali da povecana sinteza flavonoida ima vaZnu antioksidativnu ulogu u zastiti biljaka
Ligistrum vulgare u uslovima sonog stresa. Osim toga, flavonoidi su priznati kao grupa

polifenola izuzetno vaznih za povecanje antioksidativne mo¢i biljaka (Slimestad i Verheul,
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2005; Luthria 1 sar., 2006), ¢iji redukcioni potencijal za "hvatanje" ROS zavisi od njihovih
hidroksilnih grupa i pristupa¢nosti radikala (Rice-Evans, 2001).

Ukupni antioksidativni kapacitet voca i povréa je vazna osobina koja daje informacije
o njihovim kvalitativnim vrednostima (RiceEvans i sar., 1996; Cao i sar., 1995).

U rezultatima ove disertacije, na svim nivoima poviSenog saliniteta ukupni
antioksidativni kapacitet u listovima kalemljenih i nekalemljenih biljaka hibrida Buran F1 ne
pokazuje statisticki znacajnu razliku u poredenju sa kontrolom. Takode, statisticki znacajna
razlika nije izmerena ni izmedu kalemljenih i nekalemljenih biljaka ovog hibrida na svim
nivoima saliniteta (SI. 32). U listovima nekalemljenih biljaka hibrida Berberana F1 samo S2
dovodi do statisti¢ki znacajne razlike, gde je za 34% manji ukupni antioksidativni kapacitet u
poredenju sa kontrolom (Sl. 32). Takode, isti salinitet dovodi i do smanjenja ukupnog
antioksidativnog kapaciteta i kod kalemljenih biljaka ovog hibrida za 20% (SI. 32). Kao i kod
hibrida Buran F1, ni kod Berberane F1 nije izmerena statisticki znacajna razlika izmedu

nekalemljenih i kalemljenih biljaka na svim nivoima zaslanjenosti supstrata (SI. 32).

U plodovima nekalamljenih biljaka hibrida Buran F1 statisti¢ki znacajna razlika javlja
se samo na S2 gde je za 75% vec¢i ukupni antioksidativni kapacitet u poredenju sa kontrolom
(SI. 32). Isti nivo saliniteta dovodi do statisticki znacajne razlike i kod kalemljenih biljaka
gde je za 66% veci ukupni antioksidativni kapacitet u odnosu na kontrolu (SI. 32). Statisticki
znacajna razlika izmedu nekalemljenih i kalemljenih biljaka hibrida Buran F1 javlja se na S2
gde je za 12% manji ukupni antioksidativni kapacitet kod kalemljenih biljaka (SI. 32). U
plodovima nekalemljenih biljaka hibrida Berberana F1, S2 1 S3 uzrokuju statisticki veci
ukupni antioksidativni kapacitet u poredenju sa kontrolom (kod S2 za 28%, kod S3 za 24%)
(SI. 32). Kod kalemljene varijante istog hibrida samo S2 dovodi do statisti¢ki znacajne
razlike gde je za 37% veci ukupni antioksidativni kapacitet u poredenju sa kontrolom (SI. 32).
Na svim ispitivanim nivoima zaslanjenosti supstrata nije izmerena statisticki znacajna razlika

izmedu kalemljenih i nekalemljenih biljaka hibrida Berberana F1 (SI. 32).
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Slika 32. Ukupni antioksidativni kapacitet (umol Fe?* g DW) u listovima i plodovima Buran F1 (A) i
Berberana F1 (B) kalemljenih (K) i nekalemljenih (NK) hibrida paradajza tretiranih sa razlicitim
koncentracijama soli u zemlji$tu. * oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu NK i K biljaka oba genotopa
prema LSD testu (p < 0.05); **° predstavlja statisticku razliku izmedu razli¢itih nivoa saliniteta prema Tuckey's
HSD.

Biljke koje su izloZene poveéanoj zaslanjenosti supstrata prekomerno produkuju ROS-a koji
dovodi do razli¢itih oSteenja u Celiji 1 metabolickim nepravilnostima (Rezazadeh i sar.,
2012).

Frary i sar. (2010) su potvrdili da fenolna jedinjenja u biljkama paradajza izlozenih
stresu usled povecane zaslanjenosti supstrata pozitivno doprinose njihovom antioksidativnom
kapacitetu, tako S§to smanjuju nivo slobodnih radikala. Najve¢i porast ukupnog
antioksidativnog kapaciteta u plodovima kod kalemljenih i nekalemljenih biljaka hibrida
Buran F1 i Berberana F1 je izmeren kod S2. S druge strane, kalemljene biljke Burana F1
samo na S2 imaju manji ukupni antioksidativni kapacitet u poredenju sa nekalemljenim
biljkama, dok razlika izmedu plodova kalemljenih i nekalemljenih biljaka hibrida Berberana
F1 nije uocena ni na jednom ispitivanom nivou zemljisnog saliniteta. Ukupni antioksidativni
kapacitet plodova paradajza obuhvata uglavnom bioloski aktivne komponente kao Sto su
fenolna jedinjenja, askorbinsku kiselinu i likopen (Martinez-Valverde i sar., 2002; Podsedek i
sar., 2003). Obzirom da je u istrazivanju ukupni antioksidativni kapacitet meren u fenolnom
ekstraktu, moZe se zakljuciti da postoji povezanost u njihovoj promeni. Vazno je napomenuti
da se kod kalemljenih i nekalemljenih biljaka hibrida Buran F1, na svim nivoima povecanog

saliniteta, fizioloski odgovor odrazio na sadrzaj fenola, flavonoida i ukupnog
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antioksidativnog kapaciteta, i te promene su bile paralelne. Donekle sli¢an trend promena u
sadrzaju fenola i flavonoida kod kalemljenih i nekalemljenih biljaka javlja se i kod hibrida
Berberana F1. Naime, kontrolne kalemljene biljke ovog hibrida imaju zna¢ajno manji sadrzaj
fenola u listovima i plodovima u poredenju sa nekalemljenim. Takode, kalemljenje sprecava
smanjenje sadrzaja fenola i flavonoida na S1 i S3, dok je na S2 nivou zaslanjenosti
detektovan smanjen sadrzaj ovih metabolita u poredenju sa kontrolom.

U plodovima nekalemljenih i kalemljenih biljaka hibrida Berberana F1 javljaju je
jednake promene u sadrzaju fenola i flavonoida na svim nivoima ispitivane zaslanjenosti.
Sanchez-Rodriguez i sar. (2012) su u svojim istrazivanjima na plodovima razli¢itih
kalemljenih i nekalemljenih hibrida paradajza izloZenih uslovima vodnog stresa utvrdili da
kalemljenje utie na sadrzaj fenola i flavonoida, kao i ukupni antioksidativni kapacitet, ali da

taj uticaj zavisi od genotipa, $to je donekle u korelaciji sa rezultatima ove disertacije.

6.2.2.2. Koncentracija askorbinske kiseline

Askorbinska kiselina je mala, u vodi rastvorljiva antioksidativha molekula koja
predstavlja primarni substrat u cikli¢cnom putu enzimatske detoksifikacije vodonik peroksida
(Shalata i Neumann, 2001).

Sadrzaj askorbinske kiseline u plodovima nekalemljenih biljaka oba ispitivana hibrida
je statisticki znacajno veci u poredenju sa kontrolom samo na S2 (Sl. 33). Naime, plodovi
nekalemljenih biljaka hibrida Buran F1 na S2 imaju za 34% ve¢i sadrzaj askorbinske kiseline
u poredenju sa kontrolom, dok je na istom salinitetu kog nekalemljenih biljaka hibrida
Berberana F1 sadrzaj askorbinske kiseline vec¢i za 30% (SI. 33). Isti trend javlja se i kod
kalemljenih biljaka oba hibrida. Kod kalemljenih biljaka Buran F1 za 30% je veéi sadrzaj
askorbinske kiseline na S2 u poredenju sa kontrolom, a kod kalemljenih biljaka Berberane F1

28 27% (SI. 33).

Takode, sadrzaj askorbinske kiseline kod oba ispitivana hibrida je manji kod
kalemljenih biljaka. Kod hibrida Buran F1 samo na S2 je izmeren statisticki znacajno manji
sadrzaj askorbinske kiseline kod kalemljenih biljaka u poredenju sa nekalemljenim (za 9%),
dok kod hibrida Berberana F1 svi ispitivani nivoi saliniteta uzrokuju statisticki manji sadrzaj

askorbinske kiseline kod kalemljenih biljaka (SI. 33). Kod ovog hibrida, u kontrolnim
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biljkama sadrzaj askorbinske kiseline je manji za 18% u poredenju sa nekalemljenim

biljkama, na S1 za 21%, na S2 za 12%, te na S3 za 16% (SI. 33).
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Slika 33. Sadrzaj askorbinske kiseline (mg/ 100 g FW) u plodovima Buran F1 i Berberana F1 kalemljenih (K) i
nekalemljenih (NK) hibrida paradajza tretiranih sa razli¢itim koncentracijama soli u zemljistu. * oznacava
statisticki znaGajnu razliku izmedu NK i K biljaka oba genotopa prema LSD testu (p < 0.05); **° predstavlja
statistiCku razliku izmedu razli¢itih nivoa saliniteta prema Tuckey's HSD.

U mnogim istrazivanjima potvrdeno je da stres usled povecane zaslanjenosti supstrata
dovodi do povecanja sadrZaja askorbinske kiseline u plodovima paradajza. Murshed 1 sar.
(2014) su utvrdili da povecana zaslanjenost substrata (50 mM i 100 mM) dovodi do vece
koncentracije askorbata u plodovima ispitivanog kultivara paradajza. De Pascale i sar. (2001)
su dokazali u svojim istraZivanjima na plodovima paradajza da u uslovima umerene
zaslanjenosti supstrata (EC 4,4 dS m™) koncentracija askorbinske kiseline raste, §to je u
skladu sa rezultatima ove disertacije, obzirom da je S2 (EC 6,9 dS m™) doveo do statistiki
znaajnog povecanja sadrzaja askorbinske kiseline i kod nekalemljenih i kod kalemljenih
biljaka oba ispitivana hibrida. S druge strane, utvrdili su da zaslanjenost supstrata od EC 8,5
dS m™ i EC 15,7 dS m™ dovodi do smanjenja u sadrzaju askorbata u plodovima ispitivanog
hibrida. Takode, Maggio i sar. (2002) su utvrdili u svojim istrazivanjima na paradajzu da
salinitet preko EC 8,5 dS m™ dovodi do smanjenja u sadrZaju askorbinske kiseline, §to je u
korelaciji sa naim rezultatima, jer je salinitet od EC 9,1 dS m™ (S3) doveo do znadajnog
smanjenja koncentracije askorbata u nekalemljenim i kalemljenim varijantama oba ispitivana
hibrida (SI. 33).
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I u drugim istrazivanjima je utvrdeno da tehnika kalemljenja smanjuje sadrzaj
askorbinske kiseline u plodovima paradajza u poredenju sa nekalemljenim biljkama
(Vinkovic-Vrcek i sar., 2011) sto je donekle u skladu i sa rezultatima ovog eksperimenta,
obzirom da je kod kalemljenih biljaka hibrida Berberana sadrzaj askorbinske kiseline
znacajno manji u odnosu na nekalemljene biljke. Fernandez-Garci i sar. (2004) su rezultatima
svog istrazivanja na plodovima dva kalemljena hibrida paradajza pokazali da u uslovima
povecane zaslanjenosti supstrata (30 mM NaCl) raste sadrzaj askorbinske kiseline. Oba
kalemljena hibrida, Buran F1 i Berberana F1, u uslovima povecane zaslanjenosti supstrata
imaju isti trend promena kao i nekalemljene varijante, gde samo S2 uzrokuje statisticki
znaajno povecanje. S druge strane, utvrdeno je prisustvo interhibridne razlike u sadrzaju

askorbata izmedu nekalemljenih i kalemljenih biljaka.
6.2.2.3. Koncentracija likopena

Likopen je veoma specificna komponenta za plodove paradajza koja svojom
intenzivnom antioksidativnom aktivno$¢u znacajno doprinosi njihovom kvalitetu (Stewart i
sar., 2000; Beutner i sar., 2001).

Sadrzaj likopena u plodovima nekalemljenih biljaka oba ispitivana hibrida statisticki
znacajno raste samo na S2 (Sl. 34). Kod nekalemljenih biljaka hibida Buran F1 za 24% je
veéi sadrzaj likopena na S2 u poredenju sa kontrolom, dok je kod hibrida Berberana veci
sadrzaj likopena na istom salinitetu za 25% (SI. 34). Kalemljenje biljaka nije uticalo na trend
promene sadrzaja likopena u uslovima stresa kod oba ispitivana hibrida. 1 kod kalemljenih
biljaka S2 dovodi do statisticki znafajnog povecanja sadrzaja likopena u poredenju sa

kontrolom (kod hibrida Buran F1 za 25%, a kod hibrida Berberana F1 za 19%) (SI. 34).

Sem toga, kod oba ispitivana hibrida na svim nivoima zaslanjenosti supstrata, sadrzaj
likopena je statisticki znacajno manji kod kalemljenih biljaka u poredenju sa nekalemljenim
(SI. 34). Kod hibrida Buran F1 na kontroli i S1 za 9%, a na S2 i S3 za 11% je manji sadrzaj
likopena u plodovima kalemljenih biljaka u poredenju sa nekalemljenima (SI. 34).
Kalemljene biljke hibrida Berberana F1 na kontroli imaju za 5% manji sadrZaj likopena u

poredenju sa nekalemljenim, na S1 za 10%, na S2 za 12%, te na S3 za 14% (SI. 34).
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Slika 34. Sadrzaj likopena (ng g™ FW) ) u plodovima Buran F1 i Berberana F1 kalemljenih (K) i nekalemljenih
(NK) hibrida paradajza tretiranih sa razli¢itim koncentracijama soli u zemljistu. * oznacava statisticki znacajnu
razliku izmedu NK i K biljaka oba genotopa prema LSD testu (p < 0.05); abe predstavlja statisticku razliku
izmedu razlicitih nivoa saliniteta prema Tuckey's HSD.

Mnogi autori su potvrdili da povecana zaslanjenost supstrata intenzivira sintezu
likopena u plodovima paradajza (De Pascale i sar., 2001; Navarro i sar., 2006; Wu i Kubota,
2008). Takode, dokazano je da stres usled povecane zaslanjenosti supstrata intenzivira
aktivnost gena odgovornih za produkciju enzima neophodnih za biosintezu likopena
(Giuliano 1 sar., 1993), §to moZe da objasni rezulatate dobijene kod kalemljeninih i
nekalemljenih hibrida Buran F1 i Berberana F1. De Pascale i sar. (2001) su u svojim
istrazivanjima utvrdili da salinitet od 8,5 dS m™ moZe da inhibira biosintezu likopena, §to je
takode u skladu sa nasim rezultatima obzirom da na S3 (EC 9,12 dS m™) dolazi do smanjenja
u sadrzaju likopena 1 kod kalemljenih i nekalemljenih biljaka oba ispitivana hibrida. S druge
strane, dokazano je da kalemljenje paradajza dovodi do smanjenja sadrzaja likopena u
njegovim plodovima (Vinkovic-Vrcek i sar., 2011), $to je u skladu sa rezultatima ove
disertacije obzirom da oba kalemljena hibrida imaju statisti¢ki znacajno manji sadrzaj
likopena u poredenju sa nekalemljenim genotipovima na kontroli i svim ispitivanim nivoima
saliniteta. Fernandez-Garcia i sar. (2004) su u svojim istrazivanjima na plodovima dva
hibrida paradajza pokazali da povecan salinitet (30 mM i 60 mM) dovodi do smanjenja
koncentracije likopena i kod kalemljenih i kod nekalemljenih biljaka oba istitivana hibrida. S
druge strane, Sanchez-Rodriguez i sar. (2012) su dokazali da postoji interhibridna razlika u

ponasanju biljaka paradajza u uslovima osmotskog stresa, gde je sadrzaj likopena bio manji
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kod kalemljenih biljaka jednog hibrida nego kod nekalemljenih biljaka u istim uslovima

stresa, dok je kod drugog hibrida taj trend promene bio suprotan.
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6.2.3. Prose¢na masa ploda

Uticaj stresa usled povecane zaslanjenosti zemljista na prinos i kvalitet paradajza bio
je predmet mnogih istrazivanja (Campos i sar., 2006; Magan i sar., 2008; Boamah i sar.,
2011; Zhai i sar., 2015). Na osnovu dobijenih rezultata, paradajz je biljka koja je
klasifikovana kao ,,umereno osetljiva“ na povecan salinitet, §to znaci da moze da podnese
zaslanjenost supstrata do EC 2.5 dS m™ bez gubitka prinosa (Maas, 1986).

U rezultatima ove disertacije, drugi i tre¢i nivo zaslanjenosti supstrata (S2 i S3)
statistiCki znacajno smanjuju prose¢nu masu ploda oba ispitivana hibrida u poredenju sa
kontrolom. Nekalemljene biljke hibrida Buran F1 imaju za 64% manju prose¢nu masu ploda
na S2, a na S3 za 79% (Tab. 4). | kod kalemljenih biljaka ovog ispitivanog hibrida S2 i S3
dovode do statisti¢ki znac¢ajnog smanjenja ploda u poredenju sa kontrolom (na S2 za 34%, a
na S3 za 45%).

Rezultati pokazuju da i nekalemljene biljke hibrida Berberane F1 izloZzene drugom i
treCem nivou povecanog zemljiSnog saliniteta takode imaju statisticki znacajan pad prosecne
mase ploda u poredenju sa kontrolom, gde S2 dovodi do smanjenja za 62%, a S3 za 69%.
Kalemljene biljke hibrida Berberane F1 na S2 gube prose¢nu masu ploda za 41% u poredenju
sa kontrolom, ana S3 za 49%.

Kalemljenje biljaka statisticki znacajno povecava masu ploda u poredenju sa
nekalemljenim biljkama na S2 i S3. Kalemljene biljke Burana F1 imaju vecu masu ploda u
poredenju sa nekalemljenima za 40% na S2 i 60% na S3, dok je kod hibrida Berberana F1 na
S2 za 45% veca prosecna masa ploda kod kalemljenih biljaka u poredenju sa nekalemljenom

varijantom, a na S3 za 48% (Tab. 4).

Tabela 4. Proseéna masa ploda po biljci (g + SD) nekalemljenih (NK) i kalemljenih (K) hibrida Buran F1 i
Berberana F1 izlozenih razli¢itim nivoima zaslanjenosti supstrata (S1, EC 3.9 dS m* : S2, EC 6.9 dS m'l; S3,

EC 9,1 dS m™). * oznadava statisti¢ki znatajnu razliku izmedu NK i K biljaka oba genotopa prema LSD testu (p

<0.05)
Salinitet Buran F1 NK Buran F1 K Berberana F1 NK Berberana F1 K
Kontrola 226.50 + 23.44 200.24 + 28.20 179.22 + 13.37 208.81 +22.10
S1 221.23 + 25.36 171.79 £ 8.36 165.58 + 19.28 204.50 + 28.97
S2 80.34 + 15.21* 133.39 + 8.56* 68.20 + 11.16* 123.49 + 20.33*
S3 47.67 £ 15.07* 110.03 £ 3.38* 55.79 + 11.78* 107.95 + 18.38*

Povecana zaslanjenost zemljista dovodi do smanjenja vodnog potencijala u zoni

korena sto dovodi do nedostatka vode. Takode, povecana zaslanjenost zemljista je povezana
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sa neravnotezom u usvajanju jona i fito-toksi¢nosti jona Na® i CI” ¢ime dolazi do poremecaja
u translokaciji fotosinteti¢kih produkata prema korenu, do zatvaranja stoma i negativnog
efekta na procese asimilacije (Zhang i sar., 2016). 1z tih razloga, soni stres uvek dovodi do
smanjenja mase ploda (Del Amour i sar.,, 2001). Qaryouti i sar. (2007) su u svojim
istrazivanjima na paradajzu utvrdili da zaslanjenost preko EC 5 dS m™ dovodi do znacajnog
gubitka prinosa, $to su povezali sa znac¢ajno manjim WUE (engl. water use efficiency) biljaka
u uslovima povecanog saliniteta. U istrazivanjima Hajiboland i sar. (2010) smanjenje rasta i
prinosa paradajza u uslovima povecanog saliniteta (EC 5 dS m™ i EC 10 dS m™) objasnjeno
je smanjenom translokacijom fotosinteti¢kih produkata, gubitkom lisne povrSine, delimi¢nim
ili totalnim zatvaranjem stoma i jonskim disbalansom. Bustomi i sar. (2014) su utvrdili da
salinitet ve¢i od EC 4 dS m™ dovodi do znaGajnog smanjenja prinosa paradajza, usled
znaCajnog smanjenja broja i veli¢ine plodova, Sto je u korelaciji sa rezultatima ove
disertacije, obzirom da je salinitet preko 6 dS m™ doveo do zna¢ajnog smanjenja mase ploda.
Zhai i sar. (2015) su u eksperimentu radenom na jednom kultivaru paradajza izlozenom
razli¢itim nivoima zaslanjenosti supstrata (3 dS m? 4dSm? 45dSm? 5dSm?, 55dSm
by utvrdili je da poveéani salinitet (iznad 4 dS m™) znagajno smanjuje veli¢inu i masu ploda.
Utvrdili su da zaslanjenost supstrata ima poguban uticaj na masu ploda, a time i na ukupan
prinos, usled smanjenog turgorovog pritiska, smanjene brzine celijskog rasta 1 Stete
prouzrokovane na hloroplastima, $to dovodi do smanjenog intenziteta fotosinteze. Sve ove

promene uticu na nakupljanje suve materije u plodu i na prinos.

Kalemljenje biljaka je jedna od najpopularnijih agrotehni¢kih metoda koja nema nikakvih
Stetnih posledica za okolinu (engl. environmentaly friendly) i kojom se mogu prevazici
problemi gajenja biljaka u uslovima povecane zaslanjenosti supstrata. Obzirom da su glavni
uzroci smanjenja prinosa paradajza u uslovima povecanog saliniteta osmotski i jonski
disbalans, kao i smanjenje vodnog potencijala u zoni korena (Del Amour i sar., 2001),
primena ove metode moze poboljsati usvajanje vode 1 povecati toleranciju povréa gajenih u
uslovima navedenog stresa (Oztekin i sar., 2013). U skladu sa rezultatima ove disertacije u
kojoj kalemljene biljke paradajza Buran F1 i Berberana F1 imaju manji gubitak mase ploda u
poredenju sa nekalemljenim biljkama na EC ve¢em od 3,8 dS m™, u istrazivanjima Al- Harbi
i sar. (2017) utvrdeno je da na EC veéem od 3,5 dS m™ kalemljenje biljaka kao agrotehnitka

metoda je izuzetno efikasna, obzirom da sprecava gubitak prinosa na tom nivou zaslanjenosti.
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6.2.4. Intenzitet fotosinteze, protok gasova kroz stome i intezitet

transpiracije

Rast i razvi¢e biljaka su rezultat integrisanih i1 regulisanih fizioloSkih procesa, gde je
najdominantniji fizioloski proces fotosinteza. Rast biljaka i produkcija biomase se meri neto
fotosintezom, a stres usled poveéane zaslanjenosti supstrata znacajno uti¢e na ovaj parametar

(Munns i sar., 2006).

Kod nekalemljenih biljaka hibrida Buran F1, uoCava se statisticki znacajno manji
intenzitet fotosinteze na svim nivoima zaslanjenosti supstrata (na S1 za 16%, na S2 za 29% i
na S3 za 62%) u odnosu na kontrolu (Tab. 5). Kod kalemljene varijante istog hibrida postoji
statisticki znacajno manji intenzitet fotosinteze takode na Svim nivoima zaslanjenosti
supstrata u poredenju sa kontrolom (na S1 za 12%, na S2 za 23%, te na S3 za 40%) (Tab. 5).
Kod hibrida Berberana F1 nekalemljene biljke imaju statisticki visoko znacajno manji
intenzitet fotosinteze na S1 (25%), S2 (44%) i S3 (74%) u poredenju sa kontrolom. Kod
kalemljenih biljaka istog hibrida povecani zemljisni salinitet takode dovodi do statisticki

znacajnog pada intenziteta fotosinteze i to za 24% na S1, 33% na S2 i 43% na S3 (Tab. 5).

Efekti poveéane zaslanjenosti supstrata mogu biti direktni usled smanjenog usvajanja CO,
(Flexas 1 sar., 2004, 2007) i promena u fotosintetickom metabolizmu (Lawlor i Cornic, 2002)
ili indirektni, povezani sa oksidativhim stresom. Mnogobrojna istraZivanja ukazuju na
redukciju intenziteta fotosinteze usled sonog stresa (Chaudhuri i Choudhuri, 1997; Soussi i
sar., 1998; Romero-Aranda i sar., 2001; Da Silva 2011). Stres usled povecane zaslanjenosti
supstrata dovodi do akumulacije NaCl u hloroplastima visih biljaka §to utice na njihov rast i
¢esto je povezan sa smanjenjem aktivnosti u fotosintetskom transportu elektrona (Boyer,
1976; Kirst, 1989; Munns i sar., 2006). Ovaj vid abiotickog stresa inhibira aktivnost
fotosistema 2 (PS2) (Mishra i sar., 1991; Masojidek i Hall, 1992; Belkhodja i sar., 1994;
Everard i sar., 1994; Singh i Dubey, 1995; Tiwari i sar., 1997; Kao i sar., 2003; Parida i sar.,
2003). U nekim istrazivanjima aktivnost PS2 je smanjena usled disocijacije polipeptida od 23
kDa vezanog za ovaj sistem (Kuwabara i Murat, 1982; Miyao i Murata, 1983; Murata i
sar.,1992). Khan (2000) je utvrdio da stres soli usporava produkciju fotosintetickih
pigmenata, dok je u istrazivanjima Sharma 1 Hall (1991) naglaseno da ovaj vid stresa dovodi
do degradacije B-karotena, Sto smanjuje sadrzaj karotenoida koji su integrisani u tilakoidnu

membranu i imaju ulogu u apsorpciji i transferu svetla do hlorofila i Stite ga od fotooksidacije
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(Taiz i Zeiger, 2009). S toga, degradacija u sintezi karotenoida svakako dovodi do
degradacije hlorofila. U uslovima povecane =zaslanjenosti supstrata pristupa¢nost
atmosferskog CO; je redukovana usled zatvaranja stoma (He i sar., 2009). S druge strane,
promene u elektron-transportnom sistemu vezane za smanjenu aktivnosti ferodoksina
uslovljavaju transfer elektrona od PSI na kiseonik i favorizuju stvaranje uslova za nastanak
ROS formi koje dalje dovode do niza oStecenja (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2015). Takode, obzirom
da stres usled povecane zaslanjenosti supstrata ogranicava fotosinteticku fiksaciju COp,
apsorpcija svetlosne energije od strane fotosintetickih pigmenata prevazilazi stopu potro$nje
u hloroplastima (Foyer 1 Noctor, 2005). Ovaj viSak energije moze ubrzati oSteCenje PS2

putem stvaranja ROS (Melis, 1999; Yang i sar., 2007).

Protok gasova kroz stome (gs) prati trend intenziteta fotosinteze, gde sa pove¢anjem
zemljiSnog saliniteta dolazi do pada protoka gasova kroz stome. Nekalemljene biljke hibrida
Buran F1 imaju u poredenju sa kontrolom, za 38% manji protok gasova kroz stome na S1, te
za 43% na S2 i za 65% na S3 (Tab. 5). Kod kalemljenih biljaka istog hibrida trend je isti, te
ove biljke takode imaju manji protok gasova na svim nivoima saliniteta (na S1 za 29%, na S2
za 53%, te na S3 za 62%) (Tab. 5). Kod nekalemljenih biljaka hibrida Berberana F1 protok
gasova kroz stome je statisticki zna¢ajno manji u odnosu na kontrolu (na S1 za 23%, na S2 za
68% i na S3 za 91%). Kalemljene biljke istog hibrida dovode do statisticki znacajno manjeg
protoka gasova samo na S2 (36%) i S3 (66%) nivou zaslanjenosti supstrata u poredenju sa
kontrolom (Tab. 5) .

U rezultatima ove disertacije, smanjenje intenziteta fotosinteze zajedno sa smanjenom
provodljivoséu stoma i kod kalemljenih i nekalemljenih biljaka oba ispitivana hibrida
izlozenih uslovima poveéane zaslanjenosti supstrata u skladu je sa rezultatima Meloni i sar.
(2003) kod kojeg je takode izmereno smanjenje intenziteta fotosinteze i provodljivosti stoma
u kultivarima pamuka izloZenim 50 i 100 mmol L™ NaCl. U istrazivanjima Romero-Aranda i
sar. (2001) povecani salinitet (35 mM 1 70 mM) doveo je do znaCajnog smanjenja intenziteta
fotosinteze, provodljivosti stoma i intenziteta transpiracije kod dva kultivara paradajza.
Smanjene intenziteta transpiracije sa povecanjem saliniteta objasnili su smanjenom gustinom
stoma i njihovom manjom provodljivoséu gasova. Do sli¢nih rezultata dosli su i Stoeva i
Kaymakanova (2008) rade¢i sa pasuljem gajenim na zaslanjenom supstratu (50 mM 1 100

mM), gde je sa povecanjem saliniteta doSlo do znacajnog smanjenja provodljivosti stoma i
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intenziteta transpiracije. Ove rezultate su objasnili kao efikasno prilagodavanje stresnim

I u rezultatima ove disertacije stres usled povecane zaslanjenosti supstrata doveo je do
znacajnog smanjenja intenziteta transpiracije. Kod nekalemljenih biljaka hibrida Buran F1 sa
povecanjem saliniteta dolazi do statisticki znacajnog smanjenja intenziteta transpiracije u
poredenju sa kontrolom (na S1 za 11%, na S2 za 31%, te na S3 za 62%). Kod kalemljenih
biljaka hibrida Buran F1 samo S2 i S3 dovode do statisticki znaCajnog pada inteziteta
transpiracije (S2 za 25% i S3 za 34%) (Tab. 5). | kod kalemljenih i kod nekalemljenih biljaka
hibrida Berberana F1 samo S2 i S3 dovode do statisticki znacajnog opadanja intenziteta
transpiracije. Kod nekalemljenih biljaka S2 dovodi do opadanja intenziteta transpiracije za
21%, a S3 za 67%. Kod kalemljenih biljaka istog hibrida taj pad je blazi i iznosi 10% na S2,
te 40% na S3 (Tab. 5) .

Tabela 5. Prose¢na vrednost intenziteta fotosinteze (A), provodljivost stoma (gs) i intenziteta transpiracije (E)
(= SD) nekalemljenih i kalemljenih hibrida Buran F1 i Berberana F1 izloZenih razli¢itim nivoima zaslanjenosti
supstrata (S1, EC 3.9 dS m; S2, EC 6.9 dS m™; S3, EC 9,1 dS m™). * oznaGava statisticki znaajnu razliku
izmedu NK i K biljaka oba genotopa prema LSD testu (p < 0.05)

Hibrid Salinitet A gs E
(umol m?s™) (mol m*?s™) (mmol m?s™)
Buran F1 NK Kontrola 13,80 £ 0,27 0,49 + 0,03 5,30 £ 0,07
Buran F1 NK S1 11,60 + 0,23* 0,30 + 0,02* 4,71 £ 0,05*
Buran F1 NK S2 9,80 +0,1* 0,20 £ 0,01* 3,66 £0,1*
Buran F1 NK S3 5,30+ 0,1* 0,17 £ 0,01* 2,02 £ 0,14*
Buran F1 K Kontrola 16,30+ 0,5 0,45 +0,05 548 +£0,22
Buran F1 K S1 14,00 + 0,42* 0,32 +0,01* 529 £0,32
Buran F1 K S2 12,50 + 0,64* 0,21 +0,02* 4,10 + 0,06*
Buran F1 K S3 9,0+0,11* 0,17 + 0,005* 3,59 £ 0,05*
Berberana F1 NK Kontrola 13,30 +0,1 0,44 +0,05 4,71 0,08
Berberana F1 NK S1 10,02 £ 0,07* 0,34 £ 0,05* 459 +04
Berberana F1 NK S2 7,39 +£0,37* 0,14 £ 0,01* 3,73 £ 0,04*
Berberana F1 NK S3 3,44 + 0,56* 0,04 + 0,009* 1,56 £ 0,15*%
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Berberana F1 K

Berberana F1 K

Berberana F1 K

Berberana F1 K

Kontrola

S1

S2

S3

15,05+ 0,08
11,45 +0,26*
10,07 + 0,48*

8,64 £ 0,23*

0,30 + 0,009
0,28 +0,02
0,19 + 0,009*

0,10 £ 0,01*

5,30+ 0,02
5,16 + 0,24
4,77 £ 0,06*

3,19+ 0,08*

Razlic¢ita istrazivanja pokazuju da kod biljaka paradajza kalemljenje utice na njihovu
bolju adaptaciju u uslovima sonog stresa (Santa-Cruzi sar., 2001, 2002). Rezutati ovog
istrazivanja pokazuju da kalemljene biljke oba ispitivana hibrida imaju vecu stopu fotosinteze
i transpiracije u odnosu na nekalemljene biljke na svim nivoima saliniteta. Ovi rezultati u
skladu su sa istrazivanjima He i sar. (2009) kod kojih kalemljen kultivar paradajza ima vecu
stopu A, gs i E nego nekalemljene biljke istog kultivara na salinitetu od 100 mM i 150 mM.
Objasnjenje za to je da kalemljene biljke imaju ve¢i WUE (engl. Water Use Efficiency) u
uslovima povecanog saliniteta nego nekalemljene biljke. Ve¢i WUE je veoma znacajan za
toleranciju biljaka na povecani salinitet, obzirom da visok WUE moze smanjiti usvajanje soli
i ublaziti nedostatak vode (Moya i sar., 1999; Karaba i sar., 2007). Takode i istrazivanja

drugih naucnika ukazuju da tehnika kalemljenja poboljSava fotosintezu kod biljaka u

uslovima sonog stresa (Moya i sar., 2002; Massali i sar., 2004).
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu istrazivanja i dobijenih rezultata mogu se izvesti sledec¢i zakljucci:

>

Razli¢iti nivoi zaslanjenosti supstrata u ogledima doveli su do znacajnih promena u
rastu i metabolizmu ispitivanih hibrida paradajza;

Ustanovljena je razlika u reakciji kalemljenih i nekalemljenih hibrida paradajza na
ispitivane nivoe zaslanjenosti supstrata;

Ustanovljeno je da su antioksidansi SOD i askorbat (AA) imali kljuénu ulogu u
antioksidativnoj zastiti u uslovima povecane zaslanjenosti supstrata;

Ustanovljena je interhibridna razlika u aktivnosti SOD i AA, obzirom da je kod
hibrida Buran F1 najveca aktivnost zabelezena na S1, a kod hibrida Berberana F1 na
S3;

Utvrdena je manje znacajna uloga peroksidaza u dugoroénom odgovoru biljaka
paradajza na povecanu zaslanjenost supstrata tokom faze zrenja;

Tokom dvanaest nedelja izloZenosti biljaka paradajza sonom stresu biljke su se dobro
adaptirale, na $ta ukazuje povecan sadrzaj AA, kao i odnos AA/DHA, §to je verovatno
posledica brze regeneracije AA,

Kalemljene biljke imaju manju potrebu za antioksidativnom zastitom u poredenju sa
nekalemljenim s$to dovodi do manjeg sadrzaja neenzimskih antioksidativnih
komponenti u listovima i plodovima kod oba ispitivana hibrida na svim nivoima
povecane zaslanjenosti supstrata;

Kalemljene biljke su bolje adaptirane na uslove sonog stresa u poredenju sa
nekalemljenim, bolje usvajaju vodu i nutrijente, usled ¢ega dolazi do manjeg gubitka
prose¢ne mase ploda, $to je sa ekonomskog aspekta od izuzetne vaznosti;

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da bi se upotrebom kalemljenog rasada smanjile
posledice povecane zaslanjenosti supstrata pri proizvodnji paradajza u zasticenom

prostoru, $to svakako ima i svoju veliku prakti¢nu i ekonomsku opravdanost.
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