UNIVERZITET U BEOGRADU
POLJOPRIVREDNI FAKULTET

Ilvana P. Petrovic¢

,EFEKAT SUSE NA FIZIOLOSKE |
BIOHEMIJSKE POKAZATELJE
KVALITETA PLODOVA PARADAJZA
(Lycopersicon esculentum L.)“

Doktorska disertacija

Beograd, 2019.



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF AGRICULTURE

Ilvana P. Petrovic¢

» THE EFFECT OF DROUGHT ON
PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL
INDICATORS OF TOMATO
(Lycopersicon esculentum L.) FRUIT
QUALITY”

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2019.



Komisija za ocenu i odbranu:

Mentor:
dr Zorica Jovanovi¢, redovni profesor

Univerzitet u Beogradu — Poljoprivredni fakultet

Clanovi komisije:
dr Biljana Vuceli¢-Radovi¢, redovni profesor

Univerzitet u Beogradu — Poljoprivredni fakultet

dr Jasmina Zdravkovié, naucni savetnik

Institut za povrtarstvo Smederevska Palanka

dr Ljiljana Proki¢, vanredni profesor

Univerzitet u Beogradu — Poljoprivredni fakultet

dr Porde Moravcevi¢, vanredni profesor

Univerzitet u Beogradu — Poljoprivredni fakultet

Datum odbrane doktorske disertacije




Zahvalnica

Ova disertacija je radena na Katedri za agrohemiju i fiziologiju biljaka na
Poljoprivrednom fakultetu Univerziteta u Beogradu i francuskom Nacionalnom institutu
za poljoprivredna istrazivanja — INRA u Avinjonu. Zahvaljujem se ¢lanovima ovih
institucija na pomoci u izradi ove disertacije. Disertacija je realizovana u sklopu

nacionalnog projekta TR31005 i REGPOT FP7 projekta AREA.

Posebno se zahvaljujem prof. dr Zorici Jovanovi¢ na izuzetnom mentorstvu, kao i za
nesebicnu pomo¢ i ogromnu podrsku kako prilikom izrade disertacije, tako i tokom

citavog trajanja doktorskih studija.

Zahvaljujem se clanovima komisije, prof. dr Biljani Vuceli¢-Radovié, dr Jasmini
Zdravkovi¢, dr Ljiljani Prokic¢ i dr Pordu Moravcevicu na savetima i sugestijama u toku

pisanja disertacije.

Veliku zahvalnost dugujem profesorki Radmili Stiki¢ na ogromnom zalaganju za
uspesnu realizaciju ove teze i na mogucnosti za usavrsavanje koje su pruzene mladim

istrazivacima preko projekta AREA.

Veoma sam zahvalna dr Sladani Savié¢ i dr Mileni Marjanovic¢ na kolegijalnosti, velikoj

podrsci i pomodi prilikom izrade ove teze.

Zahvaljujem se istrazivacima Nadia Bertin, Beatrice Brunel i Justine Gricourt,
Clanovima institucije INRA, koji su me uputili u nove metode biohemijske analize

kvaliteta i pomogle da realizujem oglede u Francuskoj.

Veliko hvala mojim strpljivim i predanim prijateljima. Bezgranicno sam zahvalna
majci, ocu i sestri jer bez njihove podrske i [jubavi ne bih uspela realizovati ovaj veliki

zadatak.



EFEKAT SUSE NA FIZIOLOSKE I BIOHEMIJSKE POKAZATELJE
KVALITETA PLODOVA PARADAJZA (Lycopersicon esculentum L.)

Rezime

Cilj ove disertacije je bio da se detaljnije prouci efekat suSe na neke od najvaznijih
fizioloskih i biohemijskih pokazatelja kvaliteta plodova paradajza (jedinjenja primarnog
i sekundarnog metabolizma), a od kojih zavise njihova nutritivna i lekovita svojstva. Za
istrazivanja su odabrana 4 genotipa paradajza iz programa MAGIC TOM populacije,
koja predstavlja veliki izvor genetickog diverziteta paradajza i koristi se u savremenim
selekcionim programima. Odabrana su 2 genotipa sa krupnim plodovima (LAO0147 i
Levovil) i 2 sa Ceri (koktel) plodovima (LA1420 i Plovdiv). Kako u reakcijama biljaka
na susu, ukljucujucéi paradajz, u velikoj meri utice hormon abscisinska kiselina (ABA),
cilj ove disertacije je bio i da se ispita kako se ABA-mutacija (smanjena sinteza ovog
hormona) odrazava na plodove paradajza. Zato su za istrazivanja odabrani ABA-mutant
(flacca) 1 divlji tip (Ailsa Craig). Biljke su u fazi antezisa druge cvetne grane izlagane
dejstvu umerene suse (MAGIC TOM genotipovi, Ailsa Craig i flacca) i jake suse
(Ailsa Craig i flacca), dok su kao kontrola pracene reakcije biljaka u optimalnim
uslovima vodnog rezima. Efekat suse je, uporedo sa plodovima, ispitivan i kod listova.
Ova ispitivanja su obuhvatila efekte suSe na: parametre vodnog rezima biljaka i brojne
fizioloske i biohemijske pokazatelje, ukljucujuci i koncentraciju ABA i antioksidativnu
aktivnost u listovima. Efekat suse na plodove je, pored uticaja na njihove morfoloske
karakteristike, ukljuéio ispitivanja komponenti primarnog metabolizma (Secera i
organskih kiselina) i sekundarnog metabolizma (karotenoida i vitamina C), kao i
koncentraciju ABA i antioksidativnu aktivnost.

Poredenja efekata suse na listove MAGIC TOM genotipova su pokazala da su se
razlike ispoljile na nivou vodnog rezima biljaka i fizioloskih procesa, a nesto manje na
nivou biohemijskih i antioksidativnih procesa. Genotipske razlike su se ispoljile i kod
efekta suse na plodove MAGIC TOM genotipova i to tako da je kod Ceri plodova doslo
do vece redukcije morfologije plodova i odredenih komponenti primarnog metabolizma
(organske kiseline) u odnosu na krupne plodove. Susom indukovana ve¢a akumulacija

komponenti sekundarnog metabolizma kod ceri plodova, kao i njihov veci



antioksidativni kapacitet, mogu u odredenom stepenu da kompenzuju manju veli¢inu
ovih plodova u odnosu na krupne plodove. Tu treba posebno izdvojiti Ceri genotip
LA1420 koji je imao povecan kvalitet plodova u susi, a koji je sa aspekta genetickog
diverziteta znacajan za selekcione programe tolerancije paradajza na susu.

Efekti umerene i jake suse na listove divljeg tipa i mutanta flacca su zavisili od
stepena stresa suse kome su biljke bile izloZzene. Generalno, oni su pokazali da su, kao
rezultat ABA-mutacije i smanjene koncentracije ABA, flacca biljke bile izlozene ve¢em
stepenu stresa od listova divljeg tipa $to se negativno odrazilo na ispitivane fizioloske 1
biohemijske pokazatelje, i antioksidativni kapacitet. Susa je u zavisnosti od intenziteta
znacajno uticala i na plodove. Jaka susa je kod plodova divljeg tipa i mutanta
onemogucila zavrsetak sazrevanja plodova, i u odnosu na umerenu susu u znatno vecoj
meri redukovala njihove morfoloske karakteristike i metabolicke komponente.
Poredenja efekata jake i umerene suse na ispitivane genotipove su pokazala da se ABA-
mutacija kod flacca plodova, u poredenju sa plodovima divljeg tipa, negativno odrazila
na njihovu morfologiju, komponente primarnog i sekundarnog metabolizma i
antioksidativni kapacitet.

Generalno, dobijeni rezultati ukazuju da je akumulacija ABA od znacaja ne samo
za reakcije listova paradajza izlozenih suSi, ve¢ i za ocuvanje kvaliteta plodova. Od
posebnog znacaja su osobine plodova koje doprinose ne samo njegovoj nutritivnoj
vrednosti (Seceri, organske kiseline), ve¢ 1 kvalitetu sa aspekta lekovitih osobina

(karotenoidi, vitamin C i antioksidativna aktivnost).

Kljucne recdi: paradajz, susa, plodovi, MAGIC TOM, flacca, Ailsa Craig
Naucna oblast: Biotehnic¢ke nauke
Uza naucna oblast: Fiziologija gajenih biljaka

UDK broj: 635.64:632.112(043.3)



THE EFFECT OF DROUGHT ON PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL
INDICATORS OF TOMATO (Lycopersicon esculentum L.) FRUIT QUALITY

Abstract

The aim of this dissertation was to study in more detail the effect of drought on some of
the most important physiological and biochemical indicators of the quality of fruit
tomatoes (compounds of primary and secondary metabolism), and of which their
nutritional and health benefit properties depend. For the research, 4 tomato genotypes
were selected from the MAGIC TOM population program, which is a great source of
tomato genetic diversity and therefore is used in modern selection programs. The
genotypes selected were two tomatoes with large fruits (LA0147 and Levovil) and two
cherry (cocktail) tomatoes (LA1420 and Plovdiv). As the reactions of plants to drought,
including tomato, are largely affected by the hormone abscisic acid (ABA), the aim of
this dissertation was also to examine how the ABA mutation (reduced synthesis of this
hormone) is reflected on the tomato fruits. Therefore, the ABA-mutant (flacca) and the
wild-type (Ailsa Craig) were selected for research. At the stage of 2" flower truss
anthesis, plants were exposed to moderate water deficit (MAGIC TOM genotypes, Ailsa
Craig and flacca) and severe water deficit (Ailsa Craig and flacca), while the reactions
of plants under the optimal water regime were used as control. In addition to fruits, the
effect of drought was investigated in the leaves. These studies included the effects of
drought on: parameters of the water regime of plants and numerous physiological and
biochemical indicators, as well as the concentration of ABA and antioxidant activity.
The effect of drought on the fruits, in addition to influencing their morphological
characteristics, included assessments of the primary metabolism components (sugar and
organic acids) and secondary metabolism (carotenoids and vitamin C), as well as the
concentration of ABA and antioxidant activity.

Comparison of drought effects on MAGIC TOM genotypes showed that
differences were observed at the level of the water regime of plants and physiological
processes, and somewhat less at the level of biochemical and antioxidant processes.

Genotypic differences were expressed also at the effect of drought on the fruits of



MAGIC TOM genotypes, and in such a way that there was a greater reduction in cherry
fruit morphology and certain components of primary metabolism (organic acids) in
comparison to the large fruits. The drought-induced higher accumulation of secondary
metabolism components in the cherry fruits, as well as their higher antioxidant capacity,
can compensate for a certain degree the smaller size of these fruits in relation to large
fruits. In this context, it should be highlighted the cherry genotype LA1420, whose
fruits had increased quality in drought conditions, and which are significant from the
aspects of genetic variability for tomato tolerance to drought breeding programs.

The effects of moderate and severe drought on leaves of wild-type and flacca
mutant depended on the degree of stress of drought to which the plants were exposed. In
general, they showed that, as a result of ABA mutations and reduced ABA
concentrations, flacca plants were exposed to a greater degree of stress than wild-type
leaves, which had a negative impact on the examined physiological and biochemical
indicators, and antioxidant capacity. Depending on the intensity, the drought
significantly influenced the fruits. The severe drought in the wild-type and mutant fruits
prevented their maturation, and in comparison to moderate drought significantly
reduced their morphological characteristics and metabolic components. Comparison of
the effects of severe and moderate droughts on the investigated genotypes has shown
that the ABA mutation in the flacca fruits, in comparison with wild-type fruits, has
negatively affected their morphology, the primary and secondary metabolism
components and antioxidant activity.

Generally, the results obtained indicate that the accumulation of ABA is of
significance not only for the reaction of tomato leaves to drought, but also for the
maintenance of the fruit quality. Of particular importance are the fruits properties that
contribute not only to its nutritive value (sugars, organic acids), but also quality from

the aspect of health properties (carotenoids, vitamin C and antioxidant activity).

Key words: tomato, drought, fruits, MAGIC TOM, flacca, Ailsa Craig
Scientific field: Biotechnical sciences

Specific scientific field: Crop Physiology
UDC number: 635.64:632.112(043.3)
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1. UVOD

Susa je za biljke jedan od najviSe zastupljenih abiotickih stresnih faktora koji u
znacajnoj meri limitira njihovo rastenje i razvice. To se posebno negativno odrazava na
poljoprivrednu proizvodnju, jer stres suSe u zavisnosti od trajanja, intenziteta i
ucestalosti, moze u velikoj meri redukovati prinos i produktivnost poljoprivrednih
kultura. Rezultati poslednjih godina pokazuju da je pojava suse kao posledica smanjenja
koli¢ine padavina i ostalih klimatskih promena, sve viSe prisutan problem u
savremenom svetu (Lobell et al., 2011).

Klimatske promene i zagrevanje nase planete su prvenstveno posledica efekta
staklene baste, odnosno nagomilavanja gasova u atmosferi (ugljen-dioksida, oksida
azota, metana). Ispitivanja Medunarodnog panela za klimatske promene (IPCC, 2014)
su ukazala na porast nivoa gasova u atmosferi koji iznosi oko 430 ppm ekvivalenata
CO2, dok je u vreme pre industrijske revolucije on iznosio svega 280 ppm ekvivalenata
CO2. Do kraja 21. veka se moze ocekivati trostruko veca emisija gasova, $to moze
dovesti do porasta temperature u proseku za 4,8 °C, povecanja koli¢ine padavina
posebno izrazenim na viSim geografskim Sirinama, dok ¢e se u predelima srednjih
geografskih Sirina padavine znaCajno smanjiti (S1. 1). Prognoze do 2050. godine
predvidaju nagle metereoloSke promene, uz pojavu ekstremnih vremenskih uslova:
poplava, jakih uraganskih vetrova, ali i1 sve izrazenije suSe pradene visokim
temperaturama (Gornall et al., 2010).

Efekat suSe ¢e biti sve izraZeniji na srednjim geografskim Sirinama i u polusu$nim
predelima na manjim geografskim Sirinama. Na svetskom nivou, suSom ¢e do 2030.
godine najvise biti ugrozeni predeli Novog Zelanda i Australije, zapadne Afrike, isto¢ne
Azije, zapadni delovi SAD-a i Kanade. Na teritoriji Evrope, posledice klimatskih
promena su najizrazenije u regionu Mediterana, koji ¢e 1 u buduénosti biti najvise

izloZen stresu suse (IPCC, 2014).



Slika 1. Promene u prose¢nim temperaturama (a) i padavinama (b)
na globalnom nivou za periode 1986-2005 i 2081-2100
(modifikovano prema IPCC, 2014)

U nasoj zemlji su takode primetni sve veci efekti klimatskih promena, pa su tako analize
padavina i temperature tokom letnjih perioda od 1963. do 2009. godine ukazale na trend
opadanja koli¢ine padavina i porasta temperature (Jovanovi¢ i Stiki¢, 2012). Prognoze
za region Balkana ukazuju da ¢e do 2065. godine to povecéanje iznositi 2,0-3,0 °C, a
povecanje koli¢ine padavina se oc¢ekuje jedino na severu Srbije, dok ¢e ostali delovi biti
izloZeni jakim suSama u toku toplih i suvih letnjih meseci (Vukovi¢ i Vujadinovié
Mandi¢, 2018). Ovakve promene predstavljaju izazov za poljoprivrednu proizvodnju,
posebno kada je u pitanju aspekt otpornosti biljaka na susu.

Stres suSe utice na poljoprivredne kulture na morfoloskom, fizioloskom i
molekularnom nivou, izazivaju¢i redukciju prinosa i kvaliteta. Biljke su razvile vise
strategija za prevazilazenje problema izazvanih vodnim deficitom. Jedna od strategija
jeste izbegavanje suSe skrac¢ivanjem zivotnog ciklusa (u odnosu na njegovo trajanje u
optimalnim uslovima sredine), dok u najintezivnijim periodima suse kod biljaka nastupa
period mirovanja. Druga strategija se zasniva na osobinama plasti¢nosti Citavog
razvojnog procesa koji se odvija u uslovima stresa. Biljke izbegavaju i/ili toleriSu susu

tako Sto: redukuju koli¢inu odate vode, povecavaju usvajanje vode, osmotski se



prilagodavaju, povecavaju antioksidativnu aktivnost i toleranciju na desikaciju (Fang i
Xioang, 2015).

Procenjeno je da ¢e susa izazvati redukciju prinosa poljoprivrednih kultura za
50% do 2050. godine (Li et al., 2009). Da bi se umanjili negativni efekti koje stres suSe
ima na kvalitet i kvantitet prinosa, primenjuju se razli¢ite agrotehnicke mere, kojima se
optimizuje kori§éenje raspolozivih zemlji$nih i vodnih resursa. Takode se se obavlja i
selekcija genotipova koji su otporni na susu (Jovanovi¢ i Stiki¢, 2012). Kako bi se
dobili otporni genotipovi na susu, neophodno je dobro poznavati reakcije biljaka na
stres, kao i mehanizme adapatacije na vodni deficit. Za Sto precizniju analizu ovih
reakcija, je takode potrebno unaprediti fenotipsku karakterizaciju biljaka, jer je njihov
odgovor na suSu slozen i zavisi od viSe faktora ukljucujuci: vrstu biljke/ genotip,
karakteristike suse (intenzitet, duzinu trajanja i ucestalost), kao i fenolosku fazu u kojoj
stres suse deluje na biljke. Od posebnog znacaja je i to Sto za veéinu poljoprivrednih
kultura, stres primenjen u generativnoj fazi ima izrazeniji efekat nego primena stresa u
vegetativnoj fazi (Chaves et al., 2003).

U poljoprivredne kulture ugrozene suSom spada i paradajz. To je od posebnog
znacaja jer je paradajz prema podacima FAOSTAT-a, druga povrtarska kultura po
potro$nji u svetu, odmah posle krompira. Gaji se u 164 zemlje sveta, a u 2016. godini je
proizvodnja dostigla 177 miliona tona, pri ¢emu je 106 miliona proizvedeno u Aziji.
Evropska proizvodnja je iste godine iznosila 24 miliona tona, pri ¢emu je 40%
proizvedenog paradajza konzumirano u sveZzem obliku, dok je 60% procesuirano za
potrebe prehrambene industrije (FAOSTAT, 2016). Najveci proizvodac paradajza na
svetu je Kina, a zatim slede Indija, USA, Turska, Egipat, Iran, Italija, Brazil, gpanija i
Uzbekistan. Analiza potro$nje ukazuje da su najveci potroSaci mediteranske i arapske
zemlje, sa prosecnom potro$njom od 40-100 kg paradajza po glavi stanovnika.

Prema podacima FAO, u 2016. godini paradajz je u Srbiji gajen na povrsini od
10.065 hektara, sa ukupnim prinosom od 160.466 tona, pa je stoga Srbija na Cetvrtom
mestu prema produkciji paradajza u jugoistocnoj Evropi, posle Grcke, Rumunije i
Albanije. Prose¢ni prinos po hektaru nije visok, $to je posledica primene neadekvatne
tehnologije gajenja, neprimenjivanja agrotehniCkih mera, loSe ekonomske situacije u
sektoru poljoprivrede i slabe dostupnosti kvalitetnog sadnog materijala. Najcesce se gaji

na otvorenom polju, oko 80%, dok se manji deo gaji u tunelima (15%) i plastenicima



(5%). U 2016. godini ukupan uvoz paradajza u Srbiju je iznosio 28.647, a izvoz 11.534
tona (FAOSTAT, 2016).

Za optimalnu proizvodnju paradajza je neophodna odredena koli¢ina vode (400-
600 mm/ha) i optimalna temperatura (25/20 °C) i to je posebno znacajno jer je vecina
kultivara koji se gaje u komercijalne svrhe osetljiva na visoke temperature i suSu
(Hanson i May, 2004). Povrtarske kulture su tokom rastenja Cesto izlozene kombinaciji
viSe stresnih faktora, a efekti kombinovnog stresa su izraZeniji nego kada se radi o
pojedinatnom dejstvu stresnog faktora. U letnjim mesecima se najceS¢e javlja
kombinacija visokih temperatura, visokog intenziteta zracenja i suSe, §to utiCe na
rastenje, prinos i kvalitet plodova (Katsoulas i Kittas, 2008). Iako susa obi¢no ima
negativan uticaj na rastenje ploda i prinos paradajza, novija istrazivanja pokazuju da
stres suse moze imati i pozitivan uticaj na kvalitet (koncentraciju rastvornih Secera,
sadrzaj organskih kiselina i vitamina C) uz minimalnu ili bez redukcije prinosa (Zheng
et al., 2013). Medutim, kao Sto je prethodno napomenuto, pozitivne reakcije biljaka na
stres zavise od genotipa, faze razvi¢a biljke i razvica ploda kada je stres uticao na biljke
(Ripoll et al., 2014).

Plodovi paradajza su znacajni ne samo kao sveze povrce, nego i kao bitna
komponenta preradivacke industrije. Pored znacaja u ishrani zbog velike potroSnje,
paradajz je posebno bitna povrtarska kultura i to ne samo sa nutritivnog aspekta, ve¢ i sa
zdravstveno-bezbedonosnog aspekta jer fitonutritijenti u plodovima mogu imati
pozitivno dejstvo na zdravlje ljudi (Rao i Rao, 2007; Habauzit i Morand, 2012). U
plodovima paradajza se nalazi veéi broj nutrijenata nego u vecini drugih povrtarskih
kultura, a posebno se izdvaja zbog visoke antioksidativne aktivnosti usled prisustva
antioksidativnih jedinjenja (posebno likopena i polifenola), vitamina C i A, minerala
(posebno kalijuma), folne kiseline i drugih metabolita (Ray et al., 2011). Ukus plodova
paradajza je baziran na sadrzaju Secera, organskih kiselina i sekundarnih metabolita.
Poslednjih godina sve veéi znac¢aj imaju Ceri genotipovi (Solanum lycopersicum L. var.
cerasiforme), koji se karakteriSu slatkim i aromati¢nim plodovima koji su takode dobar
izvor vitamina C i A (Prema et al., 2011).

Pored svog nutritivnog znacaja, paradajz je postao i znacajna model vrsta koja se
zbog niza svojih karakteristika koristi u razli¢itim agronomskim i fundamentalnim

istrazivanjima (Klee i Giovannoni, 2011). On se pokazao kao veoma pogodan u



procesima ukrsStanja divljih i domestifikovanih varijeteta paradajza razlicitih veliCina i
oblika, §to je omogucilo da se prosiri znanje o mehanizmima geneticke kontrole razvi¢a
plodova (Causse et al., 2007). Genom paradajza je dobro proucen (Tomato Genome
Consortium, 2012), a postoji i veliki broj mutanata, koji se primenjuju za proucavanje
razli¢itih procesa ukljucuju¢i i one povezane sa mehanizmima rastenja i razvi¢a
plodova.

Vaznost paradajza kao povrtarske kulture je rezultirala u znacajnim naporima
selekcionera da stvore kultivare koji imaju visoke prinose i kvalitet, ali je pri tome
manje paznje posveceno toleranciji na susu. Osnovni izazov jeste stvoriti genotipove
koje ne samo da mogu da prezive stres, ve¢ i da odrze prinos i produkciju biomase u
uslovima stresa i1 tako prevazidu negativne efekte suSe na osobine kvaliteta i
produktivnosti (Chaves i Oliveira, 2004). U novim selekcionim programima se zbog
toga sve viSe koriste multiparentalne populacije sa visokom alelskom varijabinos¢u
(Ranc, 2010), u kojima se Zeljene osobine dobijaju na osnovu ukrStanja veéeg broja
linija koje ucestvuju u rekombinaciji (Pascual et al., 2015). Tako je nastala i MAGIC
TOM populacija (The Multi-Parent Advanced Generation Inter-Cross population)
paradajza koja se koristi u savremenim istrazivanjima, koja ukljuuju interakciju
genotipa i uslova sredine, posebno stresa suse (Diouf et al., 2018). Zbog toga su i
odabrani genotipovi iz ove populacije paradajza za istrazivanja u ovoj disertaciji.

Kako u reakcijama biljaka na suSu klju¢nu ulogu imaju hormoni, posebno
abscisinska kiselina (ABA), od posebnog znacaja su i ispitivanja kako se deficit ovog
hormona odrazava na plodove paradajza i njihov kvalitet u uslovima suSe. Usled
smanjenja koli¢ine ovog hormona kod ABA deficitarnih mutanata paradajza, moguce je
posmatrati izmenjene reakcije biljaka na suSu u odnosu na divlji tip i tako do¢i do
zakljuaka o mehanizmima kojima ABA uti¢e na povecanu otpornost na susu (Mufioz-
Espinoza et al., 2015). Takav pristup istrazivanjima uticaja suSe na kvalitet plodova

paradajza je takode zastupljen u ovoj disertaciji.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Paradajz - opste karakteristike

2.1.1. Poreklo i klasifikacija paradajza

Paradajz vodi poreklo iz JuZzne Amerike, gde se divlje vrste ove biljke mogu na¢i u
regionu Anda u Cileu, Boliviji, Ekvadoru, Kolumbiji i Peruu, od nivoa mora do 3300
metara nadmorske visine. Pretpostavlja se da je centar kultivacije paradajza Peru,
odakle se dalje preneo kroz Meksiko do juznih delova Severne Amerike, mada postoje
podaci koji ukazuju da je paradajz kultivisan istovremeno u oba regiona. Veliki
diverzitet vrsta divljeg tipa paradajza uslovljen je specificnim geografskim
karakteristikama Anda, kao i varijabilnim klimatskim uslovima, tako da se on moze naci
kako na aridnim, tako i na humidnim stanistima (Bergougnoux, 2013).

Prvi Evropljanin koji se susreo sa paradajzom je bio Spanski osvaja¢ Kortez, kome
je ponudeno da proba zute plodove ove biljke 1521. godine u glavnom gradu carstva
Asteka, Tenodtitlanu (danasnji Meksiko Siti). On je paradajz preneo u Spaniju u 16.
veku, a vek kasnije u Spanskim kuvarima pojavljuju se prvi recepti u kojima se opisuje
njegova upotreba. Za prvi pisani opis paradajza iz 1544. godine je zasluzan italijanski
botanicar Petrus Matiolus. U Italiji i Francuskoj je koris¢en kao dekorativna vrsta sve do
ranog 18. veka, prvenstveno zbog straha da je otrovan, kao i njegov srodnik iz iste
familije - velebilje (Atropa belladonna L.). U Engleskoj paradajz pocinje da se gaji kao
povrtarska kultura sredinom 18. veka (SI. 2) i odatle se izvozi na Bliski istok i azijsko
trziste. Selekcija paradajza je zapoceta tokom 19. veka, pa se 1820. godine navode Cetiri
crvene 1 dve Zute sorte paradajza koje se gaje u domacinstvima. Za pionirske korake u
selekciji paradajza je posebno znacajan rad Aleksandra Livingstona, koji je 1870.
godine predstavio javnosti prvi kultivar pod nazivom Paragon, koji se i danas gaji u

SAD. U 20. veku je napravljen prvi hibrid paradajza (Bergougnoux, 2013).



Slika 2. Sematski crte paradajza iz 18. veka
(modifikovano prema Herbarium Blackwellianum emendatum et auctum, izvor:
https://www.biodiversitylibrary.org/bibliography/567#/summary )

2.1.2. Opste botanicke osobine

Paradajz pripada familiji Solanaceae, koju ¢ini preko 3000 vrsta. Kada je paradajz
introdukovan u Evropi, dat mu je naziv Solanum pomiferum, da bi Line 1753. godine
imenovao biljku Solanum lycopersicum. Sistematika paradajza je duze od 200 godina
bila predmet debata u nau¢nim krugovima, a 1940. godine Miiller je na osnovu
morfoloSkih karakteristika identifikovao Sest vrsta paradajza podeljenih u dve sekcije:
podrod eulycopersicon, koji se karakteriSe crvenim i narandzastim plodovima (sa
vrstom Lycopersicon esculentum) i podrod eriopersicon, u kome su grupisane vrste sa
zelenim plodovima. Dalja ispitivanja vezana za molekularne markere su upotpunila
postojecu sistematiku paradajza koja je bila bazirana na morfologiji. Tako su na osnovu
filogenetske studije, analizom sekvence gena koji kodira enzim skrobnu sintetazu,

izdvojene tri osnovne grupe u okviru roda Lycopersicon: Lycopersicon, Eriopersicon i



Neolypersicon (Peralta i Spooner, 2001). Vazeca klasifikacija paradajza prepoznaje
kultivisani paradajz (Solanum lycopersicum L.) i njegovih 12 bliskih srodnika (Knapp i
Peralta, 2016).

Paradajz je jednogodisnja biljka Cije je stablo zeljasto, na popre¢nom preseku
uglasto, odnosno okruglasto pri vrhu, zelene boje sa nijansama ljubicaste i prekriveno
dlacicama. Stablo je sklono poleganju zbog nedovoljno razvijenog sklerenhimskog
tkiva, iako u toku razvoja odrvenjava u delu koji je u blizini korenovog vrata. Visina
stabljike je 40-120 cm, ali kod pojedinih genotipova moze dostic¢i i vise od 200 cm.
Genotipovi paradajza se na osnovu tipa rastenja stabla mogu podeliti na determinantne i
indeterminantne. Razvoj stabla determinantnih genotipova (niski kultivari) je pod
kontrolom recesivnog gena i vrh izdanka se zavSava cvetnom granom. Kako su biljke
determinantnog tipa niske (visina do 100 cm), za gajenje ovih sorti nije potreban
oslonac. U ovu grupu sorti paradajza spadaju i patuljaste forme. Razvoj
indeterminantnih sorti je pod kontrolom dominantnog gena i ove sorte su visine preko
jednog metra, pa je za njihovo gajenje potreban oslonac. Rast primarnog stabla se
zaustavlja nakon formiranja prve cvetne grane, dok bocne grane nastavljaju rastenje.
Iznad cvetnih grana se pojavljuju novi listovi, tako da je vegetacioni vrh aktivan, a rast
neograni¢en. Pored ova dva, postoji i prelazni tip, koji se naziva poludeterminantni ili
poluvisoki. Genotipovi ovog tipa imaju organiCeni porast, ali glavno stablo ima veci
broj cvetnih grana (Moravcevi¢ et al., 2017).

Koren je vretenast i razgranat, moze dosti¢i dubinu i do 1,5 m, sa Cestom pojavom
adventivnih korenova u donjim delovima stabla, $to je posebno izrazeno u slucaju
poleganja paradajza.

Listovi su prekriveni dlac¢icama, krupni, dugi do 50 cm, sa 5-9 lisnih ploca duzine
do 8 cm, zeleno-zute do tamnozelene boje. Vecéina kultivara ima neparno peraste listove
koji su spiralno rasporedeni, dok pojedini genotipovi imaju kompaktan list koji nalikuje
listu krompira ili troreznjeviti. Lisne ploce su na kratkim drskama ili sedece, izduzene,
perasto usecCene, asimetricne, ravne ili naborane povrSine, dok ivica lisnih plo¢a moze
biti cela ili nazubljena. PoloZaj lista u odnosu na stablo moze biti horizontalan,
poluoboren ili poluuspravan. Nervatura lista je mrezasta i jace je izraZena na naliCju
lista. Tokom sezone gajenja sporovodi se mera zakidanja listova. Zakidanje doprinosi

boljoj kontroli rastenja biljaka, dovodi do povoljnije distribucije fotoasimilata i



pozitivno se odrazava na prinos i kvalitet plodova paradajza. Za snadbevanje cvetne
grane hranljivim materijama i vodom su klju¢na dva lista iznad i jedan list ispod cvetne
grane, tako da se stariji listovi mogu uklanjati (Moravcevic et al., 2017).

Cvetovi su organizovani u vidu Stitolikih, cimoznih cvasti. Hermafroditni su i
samooplodni, zute boje, aktinomorfni, sa Sest caSi¢nih i1 Sest kruni¢nih listova kod
veéine genotipova. Krunica je zuta, pre¢nika do 2,5 cm, po obodu sa spoljasnje strane
obrasla sitnim dlakama, kao i caSica. Broj prasnika varira od 5-8, a plodnik je
nadcvetan.

Plod paradajza je bobica. Nakon oplodnje od zida plodnika nastaje perikarp.
Spoljasnji sloj perikarpa se naziva egzokarp i on se sastoji od nekoliko slojeva
kolenhimskih ¢elija i jednog sloja epidermalnih ¢elija koje su prekrivene vostanom
kutikulom. Ovaj zastitni omota¢ okruzuje srednji, socni sloj perikarpa koji se naziva
mezokarp i koji ima krupne parenhimske ¢elije. Upravo se u mezokarpu nalazi najveci
sadrzaj Secera, organskih kiselina, vitamina i minerala. Pored ova dva sloja, postoji 1
unutras$nji, jednoslojni endokarp, koji okruzuje lokularni region, u kome su u
zelatinoznoj masi smeStena semena. Na osnovu veli¢ine ploda razlikuju se nekoliko
tipova paradajza: krupni (precnik ve¢i od 88 mm), veliki (67-88 mm), srednji (47-67
mm), sitni (25-47 mm) i kategorija Ceri paradajza, precnika manjeg od 25 mm (Costa i
Heuvelink, 2005).

Seme je belicasto-zute boje, spljosteno, do 2 mm debljine i precnika oko 5 mm, sa
debelom semenjacom koja je prekrivena dlakama. U semenu je smeSten embrion
okruzen malom koli¢inom endosperma. U semenu se nalaze masne kiseline
(prvenstveno linoleinska), vlakna, proteini, kao i mali procenat ugljenih hidrata. Semena
paradajza nisu zrela i vijabilna dok plod paradajza u potpunosti ne sazre, a prosecno

vreme vijabilnosti iznosi 4 godine (Benton Jones, 2007).



2.1.3. Optimalni agro-ekoloski uslovi za gajenja paradajza

Paradajz moze da uspeva u Sirokom arealu, ali posto je to biljka poreklom iz tropa, ima
vrlo izrazene zahteve u pogledu toplote, svetlosti i vlage. Optimalne temperature za
gajenje paradajza se krecu u rangu od 18,3 do 32,2 °C, pri ¢emu je najoptimalnija
temperatura za rastenje ploda od 22-25 °C. Viaznost vazduha izmedu 65 1 75% je
optimalna za rastenje, proces cvetanja i zametanje i rastenje plodova. Svetlost je
znacajan faktor za proizvodnju paradajza, posebno u kombinaciji sa temperaturom, tako
da su optimalni uslovi za rastenje i proizvodnju paradajza u staklenicima
(eksperimentalnim 1 komercijalnim) oni gde je prose¢na temperatura 19-20°C,
fotoperiod 12-16 Casova i fotosintetski aktivna radijacija (PAR) od 300 pmol m2 s7!
(Schwartz et al., 2014).

Paradajz se moze gajiti na razliCitim tipovima zemljista, pri cemu su zemljista
rastresitije strukture pogodnija jer kompaktan supstrat otezava protok vode i razvoj
korena. Iako je paradajz biljka tolerantna na kiselost zemljiSta, najpogodnije pH
vrednosti za gajenje paradajza su od 5,5 do 6,8. Optimalna viaznost supstrata ili
zemljsta se krece oko 70% 1 pri tim vrednostima se dobija najvisi prinos i maksimalna
veli¢ina ploda. Za pravilno rastenje i razvi¢e paradajza, biljke moraju biti optimalno
snadbevene nutrijentima, jer se neadekvatna mineralna ishrana odrazava na prinos i

kvalitet plodova (Heuvelink, 2005).

2.1.4. Osobine, kvalitet i nutritivni znacaj plodova
2.1.4.1. Oblik, veli¢ina, tekstura i organolepticka svojstva

Oblik i veli¢ina ploda su kvalitativne osobine koje najviSe privlate paznju potroSaca.
Pored njih 1 tekstura ploda je znaCajna osobina, kako za upotrebu paradajza u svezem
stanju, tako i za preradivacku industriju i obuhvata viSe parametara, kao $to su ¢vrstoca,
socnost 1 otpornost na pritisak (Causse et al., 2010). Na teksturu ploda paradajza uticu
hemijske i mehanicke osobine ¢elijskog zida, struktura kutikule i debljina tkiva, kao i
sadrzaj Secera 1 procenat suve materije. Sama tekstura uti¢e na odabir plodova od strane

potrosaca, na percepciju mirisa i ukusa, kao i na svezinu plodova (Causse et al., 2003).
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2.1.4.2. Kvalitet, nutritivne i lekovite komponente

Kvalitet plodova je uslovljen mnogobrojnim fizioloskim procesima biljke i iako je u
odredenoj meri genetski uslovljen, znatno zavisi i od faktora spoljasnje sredine.
Komercijalni kvalitet plodova paradajza se bazira na izgledu i atraktivnosti plodova
(boja, oblik, veli¢ina), organoleptickom kvalitetu koji zavisi od fizickih osobina
(tekstura i Cvrsto¢a) i biohemijskih parametara, prvenstveno koncentracije jedinjenja
koja doprinose percepciji ukusa, kao Sto su Seceri, organske kiseline i aromati¢na
jedinjenja, kao i mogucénosti duzeg skladiStenja plodova nakon branja (Bertin i Genard,
2018).

Veoma bitna komponenta kvaliteta su i jedinjenja koja povoljno uti¢u na zdravlje
ljudi kao Sto su: minerali (kalijum, kalcijum, fosfor, magnezijum), vitamini (A i C) i
fitonutrijenti (likopen, P-karoten i polifenoli). Dodatna komponenta se odnosi na
zdravstveno-bezbedonosni aspekt plodova, odnosno odsustvo ostataka pesticida,
mikotoksina, antibiotika i dugih nepoZzeljnih jedinjenja u plodovima, kao i odsustvo
patogenih mikroorganizama. Savremeni selekcioni programi se zbog potreba trzista sve
viSe usmeravaju ka unapredenju kvaliteta, a u tom pogledu posebno se izdvajaju plodovi
ceri varijeteta paradajza koji imaju visoke koncentracije antioksidanasa, i to likopena, j3-

karotena, flavonoida i vitamina C (Adalid et al., 2010).

Seceri i organske kiseline

Glavne osmotske komponente u plodovima paradajza, a koje istovremeno uti¢u i na
njihov ukus i nutritivna svojstva, su rastvorljivi Seceri (glukoza, fruktoza i saharoza) i
organske kiseline (uglavnom jabucna i limunska kiselina). Plodovi paradajza sadrze 90-
95% vode 1 5-10% suve materije. Oko 50% suve materije ¢ine Seceri, dok 15% Cine
organske kiseline i aminokiseline (glutaminska i asparaginska kiselina, glutamin, y-
aminobuterna kiselina - GABA, prolin, serin, fenilalanin i dr.) (Baldwin et al., 2008).
Visok stepen akumulacije heksoznih Secera je tipican za kultivisani paradajz (Solanum
lycopersicum), dok njegovi divlji srodnici kao §to je S. chmielewskii, akumuliraju
uglavnom saharozu u plodovima (Yelle et al., 1991). Jabuc¢na i limunska kiselina su
glavne organske kiseline koje se akumuliraju u plodovima paradajza, pri Cemu
percepcija kiselosti ploda zavisi prvenstveno od koncentracije limunske kiseline. Za

ukus samih plodova je kljuan odnos Secera i organskih kiselina, pa je pozeljno da oni
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imaju visok sadrzaj Secera pracen sa relativno visokim sadrzajem kiselina (Grierson i

Kader, 1986).

Karotenoidi

Karotenoidi daju karakteristicnu boju zrelim plodovima paradajza i primarno su
najvazniji kvalitativni atribut plodova. Ova grupa izoprenoida, pored svoje
fundamentalne bioloSke uloge u procesu fotosinteze, veoma je znacajna u ljudskoj
ishrani zbog svoje antioksidativne funkcije (Dorais et al., 2008). Hemijska raznovrsnost
karotenoida je dobijena ciklizacijom, izomerizacijom, hidrogenizacijom i
oksigenizacijom prekursora, a njihova akumulacija rezultat je balansa sinteze i
katabolizma. Najces¢i karotenoid u plodovima paradajza je likopen i on ¢ini 80-90%
ukupnih karotenoida zrelog ploda. Takode su zastupljeni i fitoen, fitofluen, zeta-karoten,
gama-karoten, B-karoten (prekursor vitamina A), neurosporen i lutein (Fraser et al.,

1994).

Askorbinska kiselina - vitamin C

Askorbinska kiselina ima veoma bitnu ulogu u biljkama, kao znacajan antioksidans u
borbi protiv slobodnih radikala, posebno u toku abiotskog i biotskog stresa (Gest et al.,
2013), ali je takode veoma vazan fitonutrijent u ljudskoj ishrani u regulaciji
metaboli¢kih funkcija, kao i odrzanju energetskog statusa celije. U plodovima
paradajza, vitamin C postoji u dve forme i to u redukovanoj (askorbat) i oksidovanoj
(dehidroaskorbinska kiselina) koje su prisutne u svim celijskim kompartimentima.
Zahvaljuju¢i visokoj antioksidativnoj aktivnosti ima i bitnu ulogu u jacanju imunog
sistema, prevenciji kancerogenih oboljenja i ublazavanju simptoma hroni¢nih upalnih

procesa, kao Sto je arteroskleroza (Frei et al., 2012).

Polifenoli

Polifenoli su velika grupa jedinjenja sa raznovrsnim funkcijama u biljkama, a posebno
su bitni u odgovoru biljaka na bioticki i abioticki stres. Znacajne su i lekovite bioaktivne
komponente, poznate po svojoj antioksidativnoj aktivnosti, hepatoprotektivnoj i
hipoglikemijskoj ulozi, kao i antivirusnoj i kardiovaskularnoj zastiti (Habauzit i

Morand, 2012). Ovi sekundarni metaboliti sintetiSu se u biljkama od aminokiseline
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fenilalanina kroz metabolicki put Sikiminske kiseline. Paradajz je vazan izvor fenolnih
jedinjenja, a najveci broj je koncentrisan u perikarpu (98%) 1 tkivu placente. Poznato je
viSe od 100 ovih jedinjenja kod paradajza, medu kojima su najpoznatiji fenolna kiselina,

fenilpropanoidi, kumarin i flavonoidi (Slimestad i Verheul, 2009).

2.2. Rastenje i razviée plodova paradajza

2.2.1. Model i faze rastenja i razvica

Opste prihva¢en model rastenja i razvica plodova paradajza predloZzen je od strane

Gillaspy et al. (1993) i on obuhvata 4 glavne faze (SI. 3).

Slika 3. Faze rastenja i razvic¢a plodova paradajza
(modifikovano prema Srivastava i Handa, 2005)

Faza 1: Razvoj plodnika, proces oplodnje i obrazovanje plodova

U toku ove faze dolazi do formiranja plodnika koje se obavlja tokom 17-20 ciklusa
¢elijskih deoba koje se deSavaju pre perioda cvetanja (antezisa). Broj nastalih celija
tokom deoba u plodniku nalazi se u pozitivnoj korelaciji sa finalnom veli¢inom ploda.
Nakon obrazovanja plodnika dolazi do polinacije, koja je neophodna za zametanje
(obrazovanje) plodova i tako se plodnik transformise u mladi plod. Polen predstavlja

prvi stimulus za rast plodnika, ali je oplodnja neophodna da bi doslo do trajnog rastenja
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plodova. Kod paradajza veli¢ina ploda se nalazi u pozitivnoj korelaciji sa brojem

semena koji se u plodu razvijaju (Bertin et al., 2003).

Faza 2: Intenzivna celijska deoba, formiranje semena i rano razvice embriona

U ovoj fazi dolazi do intenzivnih deoba celija koje mogu da traju u zavisnosti od
genotipa od 10 dana (plodovi male veli¢ine) do 25 dana (krupni plodovi) nakon
antezisa, posle Cega deobe prestaju i sledi rastenje koje se zasniva na ekspanziji
postojeéih ¢elija. Celijske deobe se odvijaju u slojevima, pa tako u subepidermalnim
slojevima perikarpa dolazi do periklinalnih deoba, koje vode povecanju broja slojeva
celija, dok se u epidermalnim slojevima deSavaju antiklinalne deobe koje vode
povecanju zapremine ploda (Cheniclet et al., 2005). Ova faza jako uti¢e na finalnu
veli¢inu plodova paradajza, kako preko broja ¢elija, tako i preko formiranja semena koja
u ovoj fazi predstavljaju tzv. sink organe (organe primaoce asimilata) koji se razvijaju

(Prudent et al., 2010).

Faza 3: Rastenje celija procesom ekspanzije, endoreduplikacija i sazrevanje embriona

Faza rastenja, ekspanzije celija pocinje nekoliko dana nakon formiranja, odnosno
zametanja plodova, skoro istovremeno kada pocinje i deoba ¢elija. Ovo je najduza faza
razvoja ploda i traje od 5 do 8 nedelja, zavisno od genotipa. Celijska ekspanzija se
desava usled povecanja zapremine citoplazme i vakuole, i u ovoj fazi ¢elije placente,
mezokarpa i lokularnog tkiva mogu znacajno povecati svoju zapreminu. Glavnu ulogu u
povecanju veli¢ine Celija u toku razvoja ploda paradajza ima endopoliploidizacija ili
endoreduplikacija koja se deSava wunutar mezokarpa 1 lokularnog tkiva.
Endoreduplikacija predstavlja visestruke cikluse sinteze DNK koji nisu praceni
mitotickim deobama, a koji dovodi do poveéanja nivoa DNK ploidije do 256C-512C
(Chevalier et al., 2011). Ispitivanja su pokazala da postoji pozitivna korelacija izmedu
veli¢ine ¢elija perikarpa, nivoa ploidije i finalne veli¢ine ploda kod paradajza (Chevalier

etal., 2011).

Faza 4: Sazrevanje plodova i metabolicke transformacije
Nakon zavrSetka rastenja plodova, zapoCinje faza sazrevanja u kojoj se deSavaju

promene na biohemijskom i molekularnom nivou i koje rezultuju u promeni boje,

14



teksture i1 ukusa plodova. Prva vidljiva manifestacija sazrevanja paradajza je promena
njegove boje iz zelene u crvenu i uporedo sa time kod paradajza kao klimakteri¢nog
ploda, dolazi i do intenzivnijeg disanja i sinteze etilena koji podstiCe sazrevanje
plodova. Dolazi do transformacije slozenih ugljenih hidrata u heksozne Secéere, uz
istovremeno smanjenje sinteze organskih kiselina, Sto doprinosi optimalnijem odnosu
Secera 1 kiselina i boljem ukusu plodova. Plodovi postaju meksi usled strukturnih
promena u perikarpu i pojacane rastvorljivosti pektina, dolazi do sinteze supstanci koje
daju karakteristican ukus, kao 1 nakupljanja aromati¢nih isparljivih mirisnih jedinjenja

koji poboljsavaju aromu ploda (Carrari i Fernie, 2006).

2.2.2. FizioloSki procesi i procesi primarnog i sekundarnog metabolizma u toku

sazrevanja plodova

Za sazrevanje plodova neophodni su asimilati koji su rezultat i primarnog i sekundarnog
metabolizma. U toku procesa sazrevanja plodova dolazi do intenzivnog transporta
asimilata koji se sintetiSu u listovima koji su najblizi plodovima, iako i zeleni plodovi
mogu svojom sopstvenom fotosintetskom aktivnoS¢u da obezbede i do 10-15%
ugljenika. Fotoasimilati se floemom transportuju iz listova kao organa sinteze (eng.
source) u plodove kao primaoce asimilata (eng. sink). To se ostvaruje zahvaljujuci
osmotskom gradijentu koji nastaje kao posledica akumulacije saharoze i drugih formi
Secera u vakuoli, ali i procesa disanja. Saharoza dopremljena apoplastom u zrele
plodove se hidrolizuje, §to rezultuje u povecanju koncentracije heksoza, koje se potom
aktivnim transportom unose u citoplazmu ¢elija ploda (Osorio et al., 2014).

Pored asimilata, plodovima koji sazrevaju je neophodan dotok vode i mineralnih
materija. Pored transporta vode i mineralnih materija u plod putem ksilema, deo
transporta se odvija i floemom, posebno u kasnijim fazama sazrevanja ploda.
Zahvaljujuéi transpiraciji ploda, koja je kljuCna za snizavanje ukupnog vodnog
potencijala, u plodu se stvara gradijent na osnovu koga se voda sa rastvorenim
materijama iz listova usmerava ka plodovima (Kawabata et al., 2005).

U toku sazrevanja plodova dolazi i do promena u strukturi plodova i opadanja
njegove Cvrstine, kao rezultat razlaganja srednje lamele i depolimerizacije hemiceluloze
i ostalih polisaharida ¢elijskog zida. Poveéava se rastvorljivost pektina usled aktivacije

enzima, kao §to su lijaze, hidrolaze i transglukozidaze, koji vrSe degradaciju i
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omekSavanje celijskih zidova perikarpa, dok mezokarp dobija Zelatinoznu strukturu
(Brummell, 2006).

Tokom sazrevanja paradajza deSavaju se razli¢iti procesi na nivou primarnog i
sekundarnog metabolizma, koji rezultuju u promeni boje, teksture i ukusa, kao i u

sadrzaju brojnih komponenti koje su znacajne za kvalitet ploda.

2.2.2.1. Primarni metabolizam

Primarni metaboliti su jedinjenja koja su esencijalna za rastenje i razvi¢e biljaka i
obuhvataju ugljene hidrate, organske kiseline, masne kiseline, aminokiseline i
nukleinske kiseline (SI. 4), a koji se produkuju istim ili slicnim metabolickim putevima

u svim biljkama (Hounsome i Hounsome, 2011).

Fruktoza «—— Saharoza <—» UDF-geceri

Glukoza
Metabolizam \4 / / Skrob

Secera F- heksoze

) S ___» Nukleotidi
Seceri 3—fosf0gllcerat F pe+n =

Eritrozo-4-F
) Put pentozo-fosfata
Fosfoenolpiruvat

Organske S Metabolizam lipida Linidi
me = ipidi
kiseline E l Masne —— T p”
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Slika 4. Procesi primarnog metabolizma (modifikovano prema Beauvoit et al., 2018)
U toku razvi¢a plodova dolazi do promena u metabolizmu ugljenih hidrata i organskih

kiselina (Sl. 5). Tokom ranih faza razvi¢a plodova dolazi do sinteze skroba kao

najznacajnijeg polisaharida u kolumeli, placenti i perikarpu, a njegova koli¢ina je u
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korelaciji sa koncentracijom saharoze i aktivno$¢u enzima saharozo-sintetaze (N’tchobo
et al., 1999). U fazi intezivnog rastenja ploda proces razgradnje skroba u heksozne
Secere dostize svoj maksimum od 10. do 16. dana nakon antezisa. Tokom faze
sazrevanja plodova, koncentracija heksoza raste u zrelim plodovima, pa se tako glukoza
i fruktoza nalaze u pribliZzno istim koncentracijama, dok je saharoza zastupljena sa

manje od 5% kod veéine kultivara paradajza (Colombié et al., 2015).

Idetakoht

Ilalat

Saharoza

liie]_i_isl-:a deoka
Ekspansija
Samrevanic ——e i
~»50 990000
1 T T T T
] 10 20 30 40 =0 a0

Dramt nakon antesisa

Slika 5. Promene sadrzaja primarnih metabolita tokom rastenja i razvica plodova
paradajza (modifikovano prema Beauvoit et al., 2018)

Metabolizam ugljenih hidrata tokom sazrevanja plodova je dinamican proces koji je
regulisan aktivno$¢u niza enzima. Skrob se sintetiSe zahvaljuju¢i enzimu ADP-glukozo
pirofosforilazi (AGPaza) i povecana aktivnost ovog enzima uti¢e ne samo na vecu
akumulaciju skroba, nego se pozitivno odrazava i na sadrzaj rastvorljivih Secera i
veli¢inu ploda paradajza (Petreikov et al., 2006). Promene u koncentraciji saharoze
tokom sazrevanja plodova su posledica aktivnosti dva enzima - invertaze i saharozne
sintetaze. Invertaza je kljuan enzim koji reguliSe hidrolizu saharoze na glukozu i
fruktozu, dok saharozna sintetaza (SuSy) razlaze saharozu na UDP-glukozu i fruktozu

koja se dalje konvertuje u glukozo-1-fosfat (Steinhauser et al., 2010). S druge strane,
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saharoza se sintetiSe u plodovima zahvaljuju¢i saharozo-fosfat-sintetazi (SPS).
Istrazivanja Micallef et al. (1995) na transgenim biljkama paradajza su pokazala da
povecana  ekspresija gena koji kodira enzim saharozo-fosfat-sintetazu uti¢e na
akumulaciju saharoze u plodovima, §to rezultuje u povecanju broja i veli¢ine plodova.

Pored Secera, za percepciju ukusa ploda je znacajna i koncentracija organskih
kiselina, jabucne (malata), limunske (citrata) i ostalih kiselina kao Sto su hininska,
oksalna, tartaricna, sukcinska, glikolna (Baldwin et al., 2008). Prvi korak u sintezi
organskih kiselina (sinteza malata i oksalacetata) odvija se u citoplazmi, a zatim se
malat transformiSe u citrat ili druge kiseline kroz niz metabolickih puteva $to vodi do
promena u kiselosti ploda. Metabolizam organskih kiselina u plodu je slozen usled
ukr$tanja i razlic¢itih metabolickih puteva (Krebsov ciklus i glioksilatni ciklus) u koje su
ukljuceni i citrat i malat (Etienne et al., 2013). U prvim fazama razvica ploda dolazi do
pojacane sinteze jabucne i limunske kiseline i njihovog intenzivnog skladiStenja u
vakuoli, dok u kasnijim fazama sazrevanja ploda dolazi postepeno do degradacije
organskih kiselina. Rezultati istrazivanja ukazuju na ulogu jabucne kiseline u regulaciji
metabolizma skroba i sadrzaja Secera u plodu. Tako je utvrdeno da genotipovi paradajza
koji imaju povecanu koncentraciju malata u plodovima imaju i manji sadrzaj skroba i
solubilnih Secera, a §to je rezultat njegove uloge u aktivaciji enzima AGPaze (Centeno
etal., 2011).

Odnos Secera i kiselina se menja tokom procesa sazrevanja plodova. Najvisa
koncentracija solubilnih SeCera je prisutna u fazi pune zrelosti ploda, kada je najvisi
odnos Secera i organskih kiselina, dok su najnize vrednosti odnosa Secera i kiselina
prisutne u fazi kada zeleni plod dostigne maksimalnu veli¢inu (Moneruzzaman et al.,
2008). Odnos Secera i kiselina je negativno korelisan sa pre¢nikom i masom ploda, dok
su koncentracije SecCera pozitivno korelisane sa koncentracijom organskih kiselina,
odnosno, plodovi sa vise Secera imaju i vise kiselina.

Pored ugljenih hidrata i organskih kiselina, znac¢ajne komponente koje uti¢u na
kvalitet plodova su i aminokiseline. Tokom sazrevanja plodova paradajza dolazi do
akumulacije aromati¢nih aminokiselina (fenilalanina, tirozina i triptofana), kao i
glutaminske i asparaginske kiseline koje povoljno uti¢u na njihov ukus (Beauvoit et al.,

2018).
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2.2.2.2. Sekundarni metabolizam

Tokom sazrevanja plodova, dolazi do nakupljanja sekundarnih metabolita koji su
kljucni za ukus, miris, kvalitet plodova, pri ¢emu su putevi primarnog i sekundarnog

metabolizma medusobno povezani (S1. 6).
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Slika 6. Povezanost procesa primarnog i sekundarnog metabolizma
(modifikovano prema Ripoll, 2015)

Najkarakteristi¢nija promena koja je vizuelno uocljiva, a deSava se u procesu sazrevanja
plodova paradajza, je promena njegove boje koja je uslovljena pove¢anom sintezom
pigmenata karotenoida. Primarni mehanizam kontrole sinteze karotenoida je baziran na
regulaciji ekspresije gena koji kodiraju enzime biosintetskog puta, kao §to su fitoen
sintetaza 1 fitoen desaturaza. Prvi korak u sintezi karotenoida predstavlja kondenzacija
dva molekula geranil-geranil-difosfata uz pomo¢ enzima fitoen sintetaze (PSY) i
nastanak fitoena (SI. 7). Fitoen se dalje konvertuje u likopen preko intermedijera (-
karotena, uz uceS¢e enzima fitoen desaturaze i1 C(-karoten desaturaze. Ciklizacija
likopena je tacka grananja metabolickog puta, koji moze biti usmeren ka sintezi

ksantofila i B-karotena zahvaljuju¢i enzimu B-ciklazi, odnosno luteina i d-karotena/a-
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karotena putem dejstva likopen e-ciklaze (Hirschberg, 2001). S druge strane
metabolizam B-karotena je blisko povezan sa biosintezom hormona abscisinske kiseline

(Riggi et al., 2008).

Geranil-geranil-difosfat

b

Fitoen
{-karoten
Likopen

a-karoten [-karoten

Lutein  zeaksantin

Anteraksantin
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9-cis-neoksantin <— 9-cis-violaksantin — ABA
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Slika 7. Biosinteza karotenoida i abscisinske kiseline (ABA)

Tokom sazrevanja plodova koncentracija karotenoida se povecava 10-50 puta, pri cemu
dolazi do degradacije hlorofila, a metabolizam se usmerava sa sinteze ksantofila (luteina
i neoksantina) na sintezu karotena i to likopena, fitoena i B-karotena. P-karoten se
akumulira tokom celokupnog perioda sazrevanja ploda, dok se najveéi procenat
likopena akumulira u poslednjoj fazi sazrevanja, usled ¢ega plodovi postaju intenzivno
crvene boje (Nour et al., 2014).

U toku sazrevanja plodova primarni i sekundarni metabolicki putevi su
medusobno povezani i dovode do biosinteze isparljivih aroma, hormona, pigmenata i
vitamina znacajnih za njihov kvalitet (Carrari et al., 2007). Ispitivanja metabolickih
promena koje se javljaju pri transformaciji zelenog u zreo plod paradajza su pokazala da
dolazi do izrazitog povecanja sadrzaja heksoznih Secera (glukoze 1 fruktoze),

aminokiselina (glutaminske kiseline, aspartata, lizina, metionina i cisteina), kao i svih

20



pigmenata izuzev hlorofila. Nasuprot tome, sadrzaj skoro svih intermedijera TCA
ciklusa se smanjuje kod zrelog ploda, kao i sadrzaj saharoze i vecine Se¢ernih alkohola,
a istovremeno se razgraduje toksi¢ni alkaloid tomatin koji je karakteristican za zelene
plodove paradajza (Tohge et al., 2014).

Uporedo sa promenom boje kod paradajza kao klimakteri¢nog ploda, dolazi i do
intenzivnijeg disanja koji podsti¢e sam proces sazrevanja. Tokom sazrevanja plodova
dolazi do produkcije reaktivnih kiseoni¢nih formi (ROS) i pojave oksidativnog stresa
kao rezultat povecanog intenziteta disanja plodova, kao i promene njihove boje usled
transformacije hloroplasta u hromoplaste (Mufioz i Munné-Bosch, 2018). Dolazi do
formiranja reaktivnih formi kiseonika (ROS) kao §to su singleti kiseonika ('O),
superoksid anjon (O2*"), vodonik peroksid (H202) i hidroksil radikal (*OH). Tako je
povecanje koncentracije vodonik-peroksida, kao i drugih oblika ROS-a utvrdeno tokom
sazrevanja plodova paradajza, odnosno prilikom promene boje perikarpa plodova
(Jimenez et al., 2002). Pojava oksidativnog stresa ima vaznu ulogu u regulaciji
metabolizma tokom sazrevanja plodova, s obzirom da se biosintetski putevi karotenoida
i fenolnih komponenti nalaze upravo pod kontrolom ROS, odnosno redoks stanja celije.
Iako pojava ROS-a ima i veoma znacajnu signalnu ulogu u ¢elijama (Xia et al., 2015)
oni dovode do ostecenja strukture DNK molekula i proteina, kao i do lipidne
peroksidacije koja izaziva znacajne promene u strukturi i funkciji bioloskih membrana.

Uklanjanje reaktivnih kiseoni¢nih formi se vrS$i od strane antioksidativnog
sistema. Enzimatski antioksidativni sistem Cine enzimi koji uklanjanju ROS: superoksid
dismutaze, katalaze i peroksidaze, kao i enzimi askorbat-glutation ciklusa (glutation
reduktaze, dehidroaskorbat reduktaze i askorbat peroksidaze). Slobodne kiseoni¢ne
radikale mogu uklanjati i komponente neenzimatskog antioksidativnog sistema, kao §to
su vitamin C, glutation, flavonoidi, karotenoidi i tokoferoli (Foyer et al., 1994).

Tokom pocetnih faza sazrevanja plodova antioksidativni sistem efikasno uklanja

ROS i time spre¢ava negativne efekte oksidativnog stresa. Medutim, tokom kasnijih

faza sazrevanja opada aktivnost antioksidativnih enzima i dolazi do pojacane produkcije

lipidnih hidroperoksida usled cega nastaju oSteCenja membranskih sistema kao
posledica oksidativnog stresa (Mondal et al., 2004).

Antioksidativnoj aktivnosti plodova doprinosi askorbinska kiselina (vitamin C),

koja se akumulira u zrelim plodovima. Put biosinteze askorbinske kiseline pocinje sa D-
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glukozom i deo je L-galaktoznog biosintetickog puta (Sl. 6). Nakon sinteze, askorbinska
kiselina se brzo oksiduje, $to je posledica njene antioksidativne aktivnosti, ali se zatim
redukcijom oksidovanih formi odrzava njen nivo, kao i redoks stanje ¢elije (Massot et
al., 2012). Tako postoji korelacija izmedu sadrzaja solubilnih Secera i vitamina C u
plodovima u optimalnim uslovima gajenja paradajza (Gautier et al., 2009), neka
istrazivanja ukazuju da sinteza ovog vitamina ipak nije ograni¢ena sadrzajem Secera i da
je glavni izvor askorbinske kiseline sinteza u samim plodovima, a ne njen transport iz
listova (Massot et al., 2010).

Ispitivanja biosinteze i akumulacije vitamina C kod genotipova paradajza, koji se
razlikuju po stepenu akumulacije, su pokazala da u prvim fazama razvi¢a plodovi imaju
visok kapacitet za biosintezu askorbinske kiseline koji dovodi do njene akumulacije u
kasnijim fazama, sa pikom u tzv. breaker stadijumu - stadijum prelaska boje ploda iz
zelene u zutu. U toj fazi uocena je i povecana akumulacija vodonik-peroksida, kao i
porast u aktivnosti enzima dehidroaskorbat-reduktaze koji reguliSe koncentraciju
vitamina C, kao 1 pojacana ekspresija gena koji kodira ovaj enzim. Ova ispitivanja su
pokazala da su koncentracije vitamina C u plodovima rezultat ili smanjenja njegove
razgradnje ili povecéane redukcije oksidovanih formi, §to zavisi od samog genotipa, ali i
od faze razvi¢a ploda.

Tokom sazrevanja plodova paradajza se akumuliraju polifenoli, u pocetnim
fazama usled pojave oksidativnog stresa (Rafoo et al., 2002), pri ¢emu je najveca
koncentracija prisutna u pink stadijumu, nakon ¢ega lagano opada (Nour et al., 2014).
Finalna koncentracija fenola tokom sazrevanja ploda je visoko genotipski specificna,
kao 1 sadrzaj pojedinacnih polifenola (Ilahy et al., 2011). Ispitivanja sadrzaja polifenola
kao antioksidativnih komponenti su pokazala da se sadrzaj ukupnih polifenola povecava
tokom sazrevanja ploda paradajza kod svih ispitivanih genotipova, ali i ukazuje na
veliku varijabilnost u pogledu puteva akumulacije i razgradnje pojedinacnih oblika
polifenola (Anton et al., 2017).

Paradajz sadrzi i dosta aromati¢nih jedinjenja koja su odgovorna za miris ploda,
kao 1 percepciju ukusa paradajza. Isparljiva aromati¢na jedinjenja se sintetiSu tokom
sazrevanja ploda i to su uglavnom acikli¢ni, cikli¢ni i heretocikli¢ni ugljovodonici,

alkoholi, fenoli, etri, aldehidi i ketoni (Baldwin et al., 2008).
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2.2.3. Uloga fitohormona u rastenju i razviéu plodova

Celokupan proces rastenja i razvi¢a plodova nalazi se pod kontrolom gena, koji ne samo
da kontroliSu procese ¢elijske deobe i elongacije ¢elija, nego i aktivaciju hormona (SL
8) koji imaju kljuénu ulogu u regulaciji svih faza razvica plodova (Giovanonni, 2004;
Kumar et al., 2014; Azzi et al., 2015).

U prvoj fazi nakon oplodnje, zajedno sa drugim hormonima auksini imaju vaznu
ulogu, Sto je dokazano njihovom egzogenom primenom koja dovodi do inicijacije
razvoja ploda (de Jong et al., 2009). Oni su neophodni za inicijaciju celijskih deoba, kao
i u fazi rastenja celija ploda gde imaju ulogu u aktivaciji protonskih pumpi koje
snizavaju pH ¢elijskog zida i na taj nadin reguliSu aktivnost enzima za relaksaciju i
elongaciju ¢elijskog zida. Auksini su kljucni i za aktivaciju sinteze drugih hormona, pa
tako povecanje njihove koncentracije odmah nakon opraSivanja utiCe na porast
koncentracije citokinina i giberelina (Mariotti et al., 2011).

Citokinini stimuliSu celijske deobe i zajedno sa auksinima i giberelinima
determiniSu zametanje plodova. Endogena koncentracija citokinina je u pozitivnoj
korelaciji sa veli¢inom ploda, prvenstveno usled stimulacije ¢elijskih deoba. Iako je sam
proces rastenja plodova primarno zavisan od koncentracije auksina i citokinina i
giberelini imaju ulogu u ovoj fazi. Akumulacija giberelina se poklapa sa periodom u
kome dolazi do ¢elijske deobe, kao i sa fazom ekspanzije Celija (Srivastava i Handa,
2005). Tada dolazi do znaCajnog povecanja njihove koncentracije, i njihov efekat se
ostvaruje preko regulacije aktivnosti enzima koji uticu na povecanje elastiCnosti
celijskog zida, kao Sto su ekspanzini, endoksiloglukan transferaze i pektat lijaze (De
Jong et al., 2009).

Znacajnu ulogu u razvicu ploda imaju i semena Ciji razvoj je pod kontrolom
hormona, pre svega abscisinske kiseline (ABA), koja reguliSe proces desikacije,
odnosno dormancije semena. U toku razvoja plodova paradajza dolazi do znacajnog
povecanja koncentracije ovog hormona u semenima i1 u perikarpu ploda sa
karakteristiénim pikom u fazi ekspanzije celije (Srivastava i Handa, 2005). Za razliku
od auksina kao stimulatora, ABA ima inhibitorno dejstvo na rastenje koje se ostvaruje
supresijom aktivnosti protonske pumpe, a deluje inhibitorno i na sintezu hemiceluloze i
celuloze (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2015). lako je u nezrelim plodovima koli¢ina ABA na

niskom nivou, tokom procesa sazrevanja dolazi do njene postepene akumulacije (Setha,
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2012). Maksimalna koncentracija ABA se postiZze tokom tzv. breaker stadijuma, da bi u
kasnijim fazama sazrevanja ploda doSlo do opadanja njene koncentracije i etilen
preuzima ulogu klju¢nog hormona koji kontroliSe sazrevanje plodova (Leng et al.,
2014). Pretpostavlja se da ABA indukuje sintezu etilena preko regulacije gena za ACC
sintazu 1 ACC oksidazu koji su kljuéni za metabolizam prekursora etilena, 1-
aminociklopropan-1-karboksilne kiseline. Poveéanje nivoa ABA pozitivno utice na
produkciju etilena preko efekta na ekspresiju gena ukljucenih u njihovu sintezu, ali i

sam etilen moze indukovati akumulaciju ABA (Mou et al., 2016).
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Slika 8. Promene sadrzaja fitohormona tokom rastenja i razvi¢a plodova paradajza
(modifikovano prema Beauvoit et al., 2018)

U odnosu na intenzitet disanja i dinamiku sadrzaja efilena u toku sazrevanja, plodovi se
dele u 2 kategorije: klimaktericne i neklimatericne plodove. Kod klimaktericnih
plodova, kao S§to je paradajz, tokom sazrevanja dolazi do naglog povecanja
koncentracije etilena zajedno sa procesom disanja koji utiCe na ubrzano sazrevanje
nezrelih plodova. Porast u koncentraciji etilena je regulisan porastom ekspresije gena

koji u€estvuju u njegovoj biosintezi, kao i komponentama signalnog puta. Za razliku od
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klimakteri¢nih plodova, kod neklimaktericnih ne dolazi do promena u sadrzaju etilena
(njegova koncentracija ostaje niska tokom procesa sazrevanja), kao ni do povecanja
intenziteta disanja (Bapat et al., 2010; Tripathi et al., 2016).

Tokom sazrevanja plodova dolazi do niza specifi¢nih promena na molekularnom
nivou koje su regulisane hormonima, a koje dovode do pojave niza kvalitativnih
karakteristika kod plodova paradajza (Osorio et al., 2013; Pesaresi et al., 2014). Za
sazrevanje plodova paradajza je karakteristicna promena boje plodova koja je uslovljena
pojacanom sintezom karotenoida, a koja se nalazi pod uticajem hormona etilena.
Ekspresija gena koji su kljucni za sintezu karotenoida moze biti indukovana etilenom ili
njegovim prekursorom - amilociklopropan karboksilnom kiselinom (ACC). Tako je
utvrdeno da egzogena aplikacija prekursora etilena (ACC), ubrzava promenu boje
plodova tako §to indukuje akumulaciju likopena, a-, B- i O-karotena i smanjuje
koncentraciju B-ksantofila i hlorofila b. S druge strane primena IAA odlaze promenu
boje 1 akumulaciju likopena i smanjuje sadrzaj hlorofila a (Su et al., 2015).

Etilen je kljuan i za proces omekSavanja Celijskih zidova tokom sazrevanja
plodova, a noviji podaci ukazuju da u ovom procesu kod paradajza ucestvuje i indol-
sir¢etna kiselina (McAtee et al., 2013). Ispitivanja su pokazala da pored etilena i ABA
utice na pigmentaciju ploda, pa tako zreli plodovi ABA-deficitarnih mutanata paradajza,
kontrolnih biljaka (Galpaz et al., 2008). Egzogena primena ABA dovodi do povecane
ekspresije niza gena koji su ukjuceni u akumulaciju karotenoida i razgradnju hlorofila,
Sto inicira promenu boje plodova pri sazrevanju (Mou et al., 2015). U prilog tome su i
rezultati koji pokazuju da transgene biljke paradajza kod kojih je doSlo do smanjene
ekspresije SINCEDI gena koji ucestvuje u sintezi ABA imaju visok sadrzaj likopena i
B-karotena (Sun et al., 2012). Pozitivan efekat na boju plodova paradajza imaju i druge
grupe hormona, kao $to su brasionosteroidi i jasmonska kiselina (Liu et al., 2012).

Pored ove uloge ABA utice i na kvalitet plodova, pre svega na akumulaciju
Secera i organskih kiselina tokom njihovog sazrevanja. Egzogena primena ABA utice na
poboljsanje kvaliteta plodova paradajza ne samo svojim efektom na poveéan sadrzaj
karotenoida, nego i na koncentraciju rastvornih Secera i organskih kiselina (Barickman
et al., 2016). Kao faktor koji kontrolise sazrevanje, ABA uti¢e na akumulaciju Secera u

plodovima paradajza poveéanjem ekspresije gena koji kodiraju enzime vakuolarnu
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invertazu i saharozo-sintetazu (Bastias et al., 2011). Ispitivanja su pokazala da ABA
utice i na povecanu ekspresiju gena koji su u vezi sa antioksidativnim kapacitetom
biljke, kao i gena koji su ukljuceni u biosintezu flavonoida, §to ukazuje na njenu ulogu u
stimulaciji mehanizama odbrane od stresa produkcijom vece koliine antioksidativnih

komponenti i sekundarnih metabolita u plodovima paradajza (Mou et al., 2015).

2.3. Efekti stresa suSe na vegetativnu i reproduktivnu fazu paradajza

Susa kao stresni faktor utice na skoro sve fizioloske procese u biljci, ukljucujuci ¢elijsku

deobu i rastenje celija, aktivaciju enzima i hormona, reakcije stoma i metabolicke

listova (Bradford i Hsiao, 1982).

Poznato je da smanjenje sadrzaja vode u zemljistu dovodi do opadanja vodnog i
potencijala turgora, koji izazivaju reakcije zatvaranja stoma kao i redukciju rastenja
celija 1 listova. Medutim, dalja ispitivanja su pokazala da pored pada turgora kao
"hidraulicnog signala", inhibicija rastenja moze nastati i u uslovima kada nema
vidljivih promena u vodnom rezimu biljaka (Mingo et al., 2003; Davies et al., 2005). To
je ukazalo na postojanje “nehidraulicnih (hemijskih) signala” kao signala "ranog
upozoravanja”. Sinteza ovih signala je indukovana suSom na nivou korena i oni
kontroliSu reakcije stoma i proces rastenja biljaka u uslovima vodnog deficita u
zemljistu (Schachtman i1 Goodger, 2008). Najznacajniji hemijski signal koji je
hormonske prirode je abscisinska kiselina (ABA), ali signali mogu biti i pH ksilema i
apoplasta, kao i jonski sastav ksilemskog soka (Dodd, 2005). Istrazivanja reakcija
biljaka u uslovima suSe su ukazala na postojanje interakcija obe vrste signala,
hemijskog i hidrauli¢nog signala, u reakcijama stoma i kontroli rastenja biljaka (Jia i

Zhang, 2008; Proki¢, 2009).

2.3.1. SuSa u toku vegetativne faze

Uticaj suSe na rastenje i razvi¢e paradajza u velikoj meri zavisi od faze ontogeneze
tokom koje je biljka izloZzena vodnom deficitu (Kuscu et al., 2014). U tom pogledu
vegetativna faza paradajza je posebno osetljiva, pa stres suse primenjen u ovoj fazi
moze uticati i na kasniji reproduktivni period, kao i na prinos i kvalitet plodova (Chen et

al., 2015).
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Stres suse inhibitorno uti¢e na proces rastenja delujuc¢i na ¢elijske deobe i proces
elongacije celija, Sto za posledicu ima redukciju lisne povrSine. Smanjenje velicine
¢elija nastaje usled promena na biofiziCkom i biohemijskom nivou, redukcije turgora
koji je neophodan za ekspanziju ¢elija, ali 1 zbog smanjene aktivnosti enzima ¢elijskog
zida, kao i proteina ekspanzina koji su odgovorni za relaksaciju ¢elijskog zida (Litvin et
al., 2016).

U uslovima vodnog deficita kod paradajza dolazi do redukcije rastenja listova,
koje se ogleda u smanjenju duzine i ukupne lisne povrSine, ali i broja listova na
biljakama (Al Hassan et al., 2015; Zhou et al., 2017). Jedan od parametara rastenja
listova je i specifi¢na lisna povrSina koja predstavlja odnos lisne povrSine i mase lista, a
koji moze da bude potencijalni indikator stepena stresa. Ispitivanja su pokazala da u
uslovima umerenog, ali i jakog stresa suse dolazi do redukcije specifi¢ne lisne povrSine
kod paradajza (Calcagno et al., 2011; Patané i Saita, 2015; Ripoll et al., 2016a,b).
Smanjenje specificne lisne povrSine moZe nastati usled redukcije celijske ekspanzije
koja dovodi do pojave listova manje povrsine, ali i do akumulacije ligninskih i fenolnih
komponenti ¢elijskih zidova koje uticu na masu lista (Poorter et al., 2011). U uslovima
suSe primetno je i povecanje sadrzaja suve materije u listovima paradajza (Moles et al.,
2018), ali postoje podaci gde se taj procenat smanjuje istovremeno uz smanjenje visine
biljaka i precnika stabla (Wahb-Allah et al., 2011).

Stres suse dovodi do redukcije rastenja stabla, odnosno smanjenja visine biljka
skra¢ivanjem duzine internodija (Litvin et al., 2016; Zhou et al., 2017). Biljke paradajza
izlozene stresu suSe imaju i manju suvu masu nadzemnog dela, lista i stabla, pri cemu
efekat suse moze biti viSe izrazen na redukciju suve mase lista u poredenju sa stablom
(Patané 1 Saita, 2015), a smanjenje biomase je izrazenije kod osetljivih u odnosu na
genotipove tolerantne na susu (Rigano et al., 2016).

Paradajz u uslovima stresa suse intenzivnije razvija korenove, pa je ¢esto uoc¢eno
povecanje suve mase, kao i promene u morfologiji korena §to predstavlja jednu od
adaptivnih reakcija u uslovima smanjenog snabdevanja vodom. Uporedo sa promenama
u rastenju korena paradajza u uslovima stresa suse dolazi i do povecanja njegove
hidraulicne provodljivosti koja je pod kontrolom abscisinske kiseline koja regulise
aktivnost kanala akvaporina u korenu (Astacio et al., 2011). Povecanje suve mase

korena pra¢eno smanjenjem suve mase nadzemnog dela dovodi do promene odnosa
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suve mase korena i nadzemnog dela (R/S odnos). [ako postoje podaci koji pokazuju da
u uslovima suse kod paradajza dolazi do smanjenja odnosa mase nadzemnog dela i
korena (Mingo et al., 2004), pojedina istraZzivanja su ukazala da se taj odnos moze
povecati ili ostati nepromenjen, u zavisnosti od genotipa (Torrecillas et al., 1995; Moles
et al., 2018).

Susa utiCe na niz fizioloSkih procesa kao S§to su vodni rezim i fotosinteza
prvenstveno redukcijom otvorenosti stoma, smanjenjem turgora u celijama, ali i
transporta asimilata (Chaves et al., 2009). U uslovima vodnog deficita dolazi do
redukcije provodljivosti stoma i snizavanja vodnog i osmotskog potencijala, a listovi
paradajza izloZeni stresu suse imaju manji sadrzaj vode (Calcagno et al., 2011; Moles et
al., 2018).

Medutim, kod nekih genotipova moze do¢i do povecanja koli¢ine saharoze i
skroba u listovima u uslovima suSe zbog smanjene aktivnosti sink organa i njihove
potrebe za saharozom, $to sistemom povratne sprege moze inihibirati fotosintezu da bi
se uspostavio source-sink balans. Promene u sadrzaju ugljenih hidrata u uslovima suse
mogu biti i genotipski specificne, pa tako primena jakog stresa suse povecava sadrzaj
skroba i saharoze u listovima kod genotipa tolerantnijeg na susu u odnosu na kontrolu,
dok kod manje tolerantnih genotipova dolazi do opadanja sadrzaja saharoze usled
redukcije neto fotosinteze (Zhou et al., 2017).

Efekat suSe na fotosintetsku aktivnost posredno dovodi do pojave i povecanja
rizika za fotooksidativni stres koji uti¢e na rastenje biljaka (Mufos et al., 2018).
Parametri koji mogu da ukazu na postojanje fotooksidativog stresa, ali i toleranciju
biljaka na suSu, su sadrzaj hlorofila i fluorescencija hlorofila u listovima. Literaturni
podaci pokazuju da kod biljaka paradajza izlozenih umerenom i dugotrajnom stresu
susSe dolazi do opadanja sadrzaja hlorofila a i b usled fotoinhibicije i fotooksidacije ovih
pigmenata, dok primena jakog i kratkotrajnog stresa ne dovodi do promene u sadrzaju
hlorofila (Zgalai et al., 2006; Al Hassan et al., 2015). Ispitivanja genotipova paradajza
razliCite tolerantnosti na susu su pokazala da tolerantiji genotip ima veci sadrzaj
hlorofila a, hlorofila b i1 karotenoida u kontrolnim uslovima, kao i u uslovima
dugotrajnog 1 intenzivnog stresa za razliku od netolerantnog genotipa gde je utvrdena

redukcija koli¢ine pigmenata u uslovima stresa (Rigano et al., 2016). Povecanje sadrzaja
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hlorofila indirektno ukazuje na nizak stepen fotoinhibicije u listovima, Sto doprinosi
odrZanju neto fotosinteze i procesa rastenja.

Fluorescencija hlorofila je jedan od pokazatelja koji moze da ukaze i na stepen
osetljivosti, odnosno tolerantnosti na stres. Medu nizom parametara koji se odnose na
fluorescenciju posebno se izdavja odnos Fv/Fm, odnosno odnos varijabilne i maksimalne
fluorescencije koji ukazuje na maksimalnu fotohemijsku efikasnost fotosistema PSII.
Smanjenje vrednosti ovog parametra u uslovima suSe kod paradajza (Mishra et al.,
2012; Ripoll et al., 2016a) ukazuje na osetljivost fotosistema II na uslove vodnog

deficita.

2.3.2. SuSa u toku reproduktivne faze

Primena stresa suse u reproduktivnoj fazi razvi¢a paradajza odrazava se na pojavu
cvetova, zametanje i rastenje plodova, Sto ima krajnji efekat na redukciju prinosa
biljaka. Pojava umerenog stresa suSe kod paradajza dovodi do pojacane abortivnosti
cvetova, kao i do toga da biljke koje su izloZene stresu cvetaju ranije u odnosu na
kontrolu (Sivakumar i Srividhya, 2016). Za razliku od umerenog stresa, jak stres suSe
kratkog trajanja ima veci efekat na abortivnost cvetova (Showemimo et al., 2007).
Takode je utvrdeno da genotipovi paradajza koji su manje tolerantni na susu imaju veci
stepen abortivnosti cvetova u odnosu na otpornije kultivare (Bhatt et al., 2009).

Efekat suse u toku reproduktivnog perioda zavisi i od faze razvica ploda u kojoj je
primenjen. Tako se primena vodnog deficita u toku ¢elijskih deoba negativno odrazava
na razvoj tkiva ploda paradajza (Baldet et al., 2006), dok susa u fazi ekspanzije ¢elija
ima najveci uticaj na rastenje ploda, dovodec¢i do promena u vodnom rezimu koji utice
na fluks vode u ¢eliju i odnos sink/ source organa (Bertin et al., 2000). Primena vodnog
deficita u toku sazrevanja ploda, kao i interakcija sa hormonima, posebno sintezom
etilena, dovodi do specificnih metabolickih promena vezanih za kvalitet samih plodova
(Barry 1 Giovannoni, 2007).

SusSa izaziva smanjenje prinosa usled smanjenje veliCine ploda (Zheng et al.,
2013), Sto zavisi i od intenziteta suSe. Pojava umerenog stresa suSe kod paradajza od
cvetanja do faze zametanja ploda uti¢e na broj reproduktivnih organa i potencijalno vodi
ka povecanju veli¢ine i poboljsanju kvaliteta preostalih plodova, povecavajué¢i im

dostupnost asimilata (Patan¢ i Cosentino, 2010; Wang et al., 2011). Ukoliko se vodni
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deficit primeni tokom celog perioda rastenja biljke, dolazi do znacajne redukcije mase
plodova i prinosa (Nuruddin et al., 2003).

Susa inhibira rastenje plodova i usled promena u source/sink odnosu i transportu
asimilata u plodove (Muller et al., 2011), koje nastaju usled smanjene koli¢ine vode
neophodne za odrzanje turgora i ograni¢enog priliva materija u plodove. Regulacija
transporta ugljenika izmedu biljnih organa je blisko povezana sa metabolizmom Secera,
1 to prvenstveno saharoze i heksoza izmedu listova i plodova (Osorio et al., 2014). Stres
suSe utice na fluks floemskog soka (Ho et al., 1987), pa usled redukovanog snabdevanja
vodom, dolazi do poveéanja sadrzaja Secera i kiselina u plodu kao rezultat
koncentracionog efekta (Guichard et al., 2001). Sa druge strane, smanjena aktivnost
enzima apoplasti¢ne invertaze koji kontroliSe metabolizam saharoze u uslovima stresa

suSe vodi pojacanoj abortivnosti plodova (Zanor et al., 2009).

2.4. Efekti suSe na kvalitet i organolepticka svojstva plodova paradajza

Stresni faktori uticu na kvalitet plodova paradajza, a stepen i pravac uticaja zavise od
niza faktora ukljucujuéi genotip i fazu razvi¢a u kojoj se biljka nalazi u trenutku
delovanja stresnog faktora, intenzitet i trajanje stresa, kao i uzajamnu interakciju vise
stresnih faktora (Ripoll et al., 2014). Iako se u uslovima stresa suse smanjuje prinos, pri
umerenom stresu moze do¢i 1 do povecanja kvaliteta plodova, usled povecanja
koncentracije Secera, organskih kiselina, poboljSanja ¢vrsto¢e 1 boje ploda (Patane i
Cosentino, 2010). Medutim, postoje i podaci koji ukazuju na negativne korelacije,
odnosno smanjenje sadrzaja jedinjenja primarnog (Secera, organskih kiselina) i
sekundarnog metabolizma (karotenoida, askorbinske kiseline, polifenola) (Chen et al.,

2013).

2.4.1. Efekti na primarni metabolizam

Sa aspekta kvaliteta plodova paradajza najznacajniji primarni metaboliti su Seceri i
organske kiseline. Njihov sadrzaj menja se pod uticajem viSe faktora spoljasnje sredine,
zavisno od genotipa, faze u kojoj je biljka izlozena stresu, ali i stepena i duzine trajanja
stresa (Bertin et al., 2000). Umeren i dugotrajan stres suSe moze izazvati akumulaciju

heksoznih Secera glukoze i fruktoze, ali i akumulaciju Secera saharoze kod pojedinih
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genotipova paradajza (Ripoll et al., 2016a,b), koja koja najviSe doprinosi percepciji
slatkog ukusa ploda. Pojacana akumulacija saharoze je posebno primecena kod
krupnijih plodova paradajza, $to moze da ukaze na njegovu ulogu u osmotskom
prilagodavanju koje je neophodno za odrzavanje rastenja ploda u uslovima vodnog
deficita (Ripoll et al., 2016b).

Variranja u sadrzaju Secera u uslovima vodnog deficita izraZzena na svezu/suvu
masu  plodova mogu biti rezultat viSe efekata ukljucujuéi  efekat
razblazenja/dehidratacije ili aktivne akumulacije osmotikuma (Etienne et al., 2013).
Povecanje koncentracije Sefera moze biti rezultat njihove pojacane biosinteze ili
degradacije skroba. Istrazivanja su pokazala da njihov sadrzaj u velikoj meri zavisi od
aktivnosti enzima ukljucenih u metabolizam ugljenih hidrata (Beckles et al., 2012).
Tako je variranje u sadrzaju saharoze i heksoze blisko povezano sa enzimima
metabolizma saharoze - invertazom i saharoznom sintetazom (Carrari et al., 2007).

Stres suSe moze dovesti do povecanja sadrzaja organskih kiselina, ali i do
smanjenja njihove koncentracije (Bertin et al., 2000). Susa moZze da uti¢e i na povecanje
koncentracije organskih kiselina putem efekta razblazenja ili pojacanom akumulacijom
u listovima $to se odrazava na njihovo povecanje u plodovima, i to prvenstveno jabucne
1 limunske kiseline (Nahar i Gretzmacher, 2002). Akumulacija samih organskih kiselina
se negativno odrazava na ukus ploda. Medutim, povecanje koncentracije organskih
kiselina moze biti praceno povecanjem koncentracije heksoza i saharoze, usled ¢ega se
ukus ploda poboljsava u uslovima vodnog deficita (Nahar et al.,, 2011). PojacCana
akumulacija organskih kiselina moze biti rezultat promene aktivnosti enzima bitnih za
njihov metabolizam. Utvrdeno je da se aktivnost ovih enzima znatno povecava u fazi
sazrevanja ploda (Biais et al., 2014), kao i u uslovima povisenih temperatura, uporedo
sa promenama brzine glikolize i Krebsovog ciklusa (Araujo et al., 2012).

U odgovoru biljaka na stres suSe posebno je znaCajna aktivacija transkripcionih
faktora koji se nalaze pod kontrolom hormona, kao sto je ABA. Ispitivanja transgenih
linjja paradajza su pokazala da ABA-regulisani transkripcioni faktor SIAREB1 utice na
ekpresiju gena znacajnih za primarni metabolizam, §to utiCe na formiranje krajnjeg
metabolickog profila plodova paradajza. Pojacana ekspresija ovog faktora dovodi do

povecanja koncentracije organskih kiselina, heksoza, aminokiselina u plodovima
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paradajza, prvenstveno putem dejstva na gene koji kodiraju enzime bitne za sintezu

ugljenih hidrata i metabolizam aminokiselina (Bastias et al., 2014).

2.4.2. Efekti na sekundarni metabolizam

Produkti sekundarnog metabolizma imaju znacajnu nutritivhu ulogu kao komponente
kvaliteta, arome, ukusa i mirisa plodova. Posebno znacajni fitonutrijenti su oni koji
imaju vaznu ulogu u odrzanju zdravlja ljudi, kao S$to su razli¢iti antioksidanti
(karotenoidi, vitamin C, tokoferoli, polifenoli itd.). Paradajz se karakteriSe visokom
antioksidativnom aktivnosc¢u, koja je u korelaciji sa koncentracijom karotenoida,
askorbinske kiseline, tokoferola i fenola. Ispitivanja su pokazala da je koncentracija
razli¢itih vrsta karotenoida koje doprinose ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti u velikoj
meri genotipski odredena (Nour et al., 2014), kao i da su u borbi protiv reaktivnih
kiseoni¢nih formi posebno znacajni likopen i B-karoten (Sdnchez-Rodriguez et al.,
2010). Vodni deficit moZe uticati pozitivno (Favati et al., 2009), ali i negativno na
sadrzaj karotenoida (De Pascale et al., 2007), Sto zavisi kako od genotipa, tako i od
intenziteta stresa (Ripoll et al., 2016a).

Susa moze da utice na metabolizam sekundarnih metabolita preko najmanje dva
interaktivna mehanizma. U uslovima vodnog stresa dolazi do promena u fotosintezi koje
se odrazavaju na smanjenu sintezu i transport primarnih metabolita koji su osnovni
izvor za biosintezu fenolnih komponenti, karotenoida i vitamina (Nora et al., 2012). S
druge strane susa moze dovesti do pojave sekundarnog, oksidativnog stresa, koji utice
direktno ili indirektno na biosintetske puteve antioksidativnih komponenti (Fanciullino
et al,, 2014). Tako smanjena koncentracija saharoze moze da odlozi ili redukuje
akumulaciju karotenoida (likopena i fitoena) u perikarpu ploda paradajza (Telef et al.,
2006).

Bitnu ulogu u antioksidativnom sistemu odbrane ima askorbinska kiselina, koja je
posebno znacajna za reakcije biljaka na abioticki stres (Venkatesh i Park, 2014). Stres
suSe je uglavnom u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom askorbata (Favati, 2009;
Murshed et al,, 2013), ali povecana akumulacija askorbinske kiseline moze biti
posledica i pojave sekundarnog, oksidativnog stresa (Sanchez-Rodriguez et al., 2010).

Ispitivanja korelacije sadrzaja askorbinske kiseline i sadrzaja Secera su pokazala

razlicite rezultate. Poznato je da Seceri kao signalni molekuli promovisu ekspresiju gena
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bitnih za sintezu askorbata, kao i da visoke koncentracije Secera u uslovima vodnog
deficita stimuliSu sintezu vitamina C (Veit-Kohler et al., 1999). Pojedina istrazivanja su
pokazala korelaciju sadrzaja vitamina C i Secera (Stevens et al., 2007), koja se bazira na
¢injenici da su Seceri supstrat za sintezu vitamina, dok su druga pokazala odsustvo
korelacije, Sto ukazuje da akumulacija vitamina C nije ograniena fotosintezom i
koli¢inom Secera (Gautier et al.,, 2009; Massot et al., 2010). Ispitivanja su pokazala i da
je sadrzaj askorbinske kiseline u korelaciji sa tolerantnos¢u biljaka na stres suse (Zhang
et al., 2011). Ova uloga askorbata je potvrdena proucavanjem mutanata paradajza sa
redukovanom ekspresijom enzima askorbat oksidaze ¢ije su biljke imale za 30% viSe
vitamina C i pokazale su visi stepen tolerancije na suSu odrzavaju¢i visok nivo

provodljivosti stoma i procesa fotosinteze (Garchery et al., 2013).

2.5. Uloga stres hormona ABA u reakcijama biljaka na stres suse

ABA pored svoje znacajne uloge kao jedan od kljucnih faktora za kontrolu sazrevanja i
senescencije plodova (Zhang et al., 2009), ima uloge i u drugim fizioloskim procesima,
kao Sto su klijanje semena, vegetativno rastenje, procesi dormancije i apscisije 1 dr.
(Stiki¢ i Jovanovi¢, 2015). S druge strane ABA je poznata kao “stres” hormon cija se
koncentracija znacajno povecava u uslovima abiotickog stresa: stresa visokih ili niskih
temperatura, suse, kao i stresa soli ili teSkih metala (Sah et al.,, 2016). Posebno je
istrazena uloga ABA u adaptivnim reakcijama biljaka na stres suSe, kada povecana
koncentracija ovog hormona utice na regulaciju vodnog rezima, reakcije stoma i proces
fotosinteze, inhibiciju rastenja listova i stimulaciju rastenja korenovog sistema, kao i
promene u ekspresiji gena koji kontroliSu adaptivni odgovor biljke (Vishwakarma et al.,

2017).

2.5.1. Biosinteza ABA i mehanizmi njene regulacije

Abscisinska kiselina po svojoj hemijskoj prirodi predstavlja seskviterpenoid koji nastaje
od C40 karotenoidnog prekursora preko C15 intermedijera. Prvi korak u biosintezi ABA
predstavlja epoksidacija zeaksantina i anteraksantina u violaksantin (SI. 9). Ovaj proces
se odvija u plastidima i u njemu ucestvuje enzim zeaksantin epoksidaza (kodirana kod
paradajza LeZEPI genom). Nakon serije strukturnih modifikacija, violaksantin se

konvertuje u 9-cis-epoksikarotenoid (9-cis-violaksantin i/ili 9-cis-neoksantin), koji se

33



oksiduje u ksantoksin pomocu enzima 9-cis-epoksikarotenoid dioksigenaza (kodirana
kod paradajza LeNCEDI genom). Ovi procesi se smatraju prvom etapom biosinteze
abscisinske kiseline u biljnom tkivu. Dobijeni ksantoksin se transportuje u citoplazmu i
pomocu dehidrogenaze/reduktaze (SDR) prelazi u ABA-aldehid. Poslednji korak u
biosintezi je oksidacija ABA-aldehida pomo¢u ABA-aldehid oksidaze, za Ciju aktivnost
je bitan molibdenski kofaktor (MoCo) (Xiong i Zhu, 2003).

U uslovima abiotskog stresa stimulisana je de novo sinteza ABA, dok je njena
razgradnja smanjena (Roychoudhury et al., 2013). Stimulacija sinteze u uslovima stresa
bazirana je na povecanoj ekspresiji gena koji su ukljuc¢eni u njenu biosintezu, pa tako
stres suSe kod paradajza moze indukovati porast nivoa ekspresije NCED gena (Burbidge

et al., 1999), kao i ZEP gena na nivou korena (Thompson et al., 2002).

Zealksantin :
Zealcsantin
V S epoksidaza
Anteralcsantin
W
Violalksantin
e
9-ris-violaksantin :
e T Dehidrogenaza/reduktaza
ABA
aldehid
l{ ABA -aldehid
olcsidaza
ABA

Slika 9. Biosinteza abscisinske kiseline (ABA)

2.5.2. ABA-mutanti kod paradajza

U proucavanju uloge i mehanizama delovanja biljnih hormona na reakcije biljaka

najcescée su zastupljena dva pristupa: egzogena aplikacija hormona ili primena mutanata
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koji imaju smanjenu sintezu hormona. Kod paradajza su identifikovana tri ABA-
deficitarna mutanta koji imaju recesivne mutacije na tri razliCita lokusa, i to su:
notabilis, sitiens i flacca. Kod mutanta notabilis biosinteza abscisinske kiseline je
redukovana usled mutacije NCED gena (Burbidge et al., 1999), dok je kod sitiens
blokiran poslednji korak sinteze ABA, prevodenje ABA aldehida u abscisinsku kiselinu
(Taylor et al., 1988. Mutant flacca sadrzi smanjenu koli¢inu ABA zbog neaktivnosti
molibden-kofaktor sulfuraze, koja je neophodna za pravilno funkcionisanje enzima
ABA-aldehid oksidaze (Sagi et al., 1999).

Generalno gledano, ABA - deficitarni mutanti paradajza pokazuju niz zajednickih
karakteristika kao Sto su promene u vodnom rezimu koje se odnose na vecu
provodljivost stoma i brzinu transpiracije, nizi vodni potencijal i relativni sadrzaj vode u
listovima, ali i smanjenje lisne povrSine i rastenja cele biljke (Nagel et al., 1994; Sharp
et al., 2000) u poredenju sa divljim tipovima. Kada je re¢ o fenotipskoj karakterizaciji
mutant flacca je manje visine i ima redukovanu povrSinu listova u odnosu na divlji tip,
ne samo usled manjeg rasta, ve¢ i pojave kovrdzavih listova (Nitsch et al., 2012;
Pecinar, 2015). Mutant flacca ima vecu provodljivost stoma i visi nivo transpiracije,
nizi vodni potencijal listova i relativni sadrzaj vode u tkivu u odnosu na divlji tip Ailsa
Craig. Kod ovog genotipa dolazi i do Ceste pojave adventivnih korenova, a javlja se i
smanjena hidrauli¢na provodljivost korena i nadzemnog dela biljaka (Dodd et al., 2009).

Zbog smanjene sposobnosti sinteze ABA, mutant flacca ima manji sadrzaj ovog
hormona u pojedinim biljnim organima. Razli€ita istrazivanja su pokazala da taj sadrzaj
varira, pa se kod flacca genotipa na nivou listova sintetiSe od 20 do 50% ABA (Sagi et
al., 1999; Sharp et al., 2000; Nitsch et al., 2012), a u korenu do 67% u odnosu na divlji
tip (Sagi et al., 1999). Mutant flacca se pored smanjene koncentracije ABA karakteriSe i
visokom koncentracijom etilena. Ispitivanja su pokazala da nadzemni delovi biljke,
izdanci produkuju 1,6 - 2,3 puta vise etilena u odnosu na divlji tip (Hussain et al., 2000;
Arve i Torre, 2015).

Fenotipske karakteristike ABA mutanata dovode u pitanje klasi¢nu klasifikaciju
hormona po kojoj ABA pripada grupi inhibitora rastenja, jer je na osnovu te podele za
ocekivati da su mutanti ve¢i i imaju vecu povrSinu vegetativnih organa u odnosu na
divlji tip. To se moZe objasniti interakcijskim odnosima ABA i drugih hormona. Kako

su etilen i abscisinska kiselina u antagonistickom odnosu, ABA ima ulogu da spreci
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preveliku sintezu etilena, koja moZe dovesti do redukcije nadzemnog dela biljke (Sharp
et al., 2000), dok povecanje etilena u odnosu na smanjen sadrzaj ABA u korenu dovodi
do inhibicije rastenja korena (Chen et al., 2003).

Ispitivanja ekspresije gena ukljucenih u biosintezu ABA i etilen-signalni put kod
flacca su pokazala da u uslovima suSe dolazi do smanjene ekspresije NCED gena i
znacajnog povecanja ekspresije EILI koja se moze odraziti na povecanu produkciju
etilena, koji utiCe na signale 1 biosintezu ABA (Milosavljevi¢ et al., 2012). Noviji
rezultati istrazivanja sa divljim tipom i flacca mutantom ukazuju da u toku ranih faza
suSe salicilna kiselina ima vaznu ulogu u ranom odgovoru biljaka na stres, kao i da
interakcija ABA sa jasmonskom kiselinom uti¢e na sadrzaj oba hormona u listovima i
korenovima paradajza i reakcije biljaka (Mufioz-Espinoza et al., 2015).

Mali broj istrazivanja se odnosi na ulogu ABA kod flacca mutanta u
reproduktivnoj fazi, i u to u procesu rastenja plodova. Nedostatak ABA kod ABA-
deficitarnih mutanata rezultuje plodove manje veli¢ine (Nitsch et al., 2012). Kako je
kod flacca mutanta smanjena aktivnost aldehid-oksidaze koja je bitna i za sintezu
auksina (Sagi et al., 2002), promene u velic¢ini ploda mutanata mogle bi biti vezane i za
metabolizam auksina. Medutim, rezultati su pokazali da nizi nivo ABA u plodovima
mutanata nije bio u korelaciji sa promenama sadrzaja auksina, ali je bio povezan sa
visokom produkcijom etilena (Nitsch et al., 2012). S druge strane formiranje plodova
normalne veli¢ine kod divljeg tipa ukazuje da ABA stimuliSe ekspanziju ¢elija i rastenje

plodova negativnim efektom na sintezu etilena.

2.6. Primena genetickog diverziteta paradajza u savremenim selekcionim
programima

Kako bi se umanjili efekti suse na biljke, u savremenoj poljoprivredi se primenjuju
odredene agrotehnicke mere kojima se povecava dostupnost vode u zemljiStu
(navodnjavanje i poboljsanje fizicko-hemijskih karakteristika zemljista), ali se uporedo
selekcionim programima stvaraju i genotipovi otporni na susSu (Jovanovic i Stikic,
2012). Za stvaranje ovih otpornih genotipova je neophodno poznavanje reakcija biljaka
na stres suSe, unapredenje fenotipske karakterizacije genotipova, kao i selekcija gena

koji su klju¢ni za otpornost biljaka na susu.
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Analiza genetickog diverziteta izmedu kultivisanog paradajza i njegovih divljih
srodnika primenom molekularnih metoda ukazala je na znaCajne geneticke razlike
izmedu njih, pa se stoga divlji srodnici mogu koristiti kao izvor novih genetickih
varijacija. Divlji srodnici paradajza poseduju veliki geneticki diverzitet, posebno kada
su u pitanju vrste Solanum chilense 1 Solanum peruvianum, $to je znacajno sa aspekta
selekcije. U poredenju sa divljim srodnicima, domestifikovani paradajz je genetski
siromasan i procena je da genom kultivara paradajza sadrzi oko 5% genetske
varijabilnosti svojih divljih srodnika, §to je potvrdeno analizom polimorfizama kultivara
paradajza (Miller 1 Tanksley, 1990). Svi divlji srodnici mogu biti ukrStani sa
kultivisanim paradajzom, sa manjom ili ve¢om uspesnoscu.

Ciljevi selekcije kod paradajza odnosili su se na nastanak novih kultivara
paradajza koji pokazuju unapredene osobine u skladu sa zahtevima potrosaca i
promenama u uslovima zivotne sredine. U tom smislu ve¢ su koriS¢ena ukrStanja sa L.
hirsutum za unapredenje reakcija biljaka na hladnocu, L. chilense za otponost na susu
(Hobson i Grierson, 1993) i L. penelli za sadrzaj Secera 1 prinos (Fridman et al., 2000).
Tokom procesa kultivacije paradajza, velike promene su se desile pre svega u pogledu
veli¢ine ploda, uzimaju¢i u obzir da sve divlje vrste paradajza imaju veoma male
plodove. Diverzitet kultivisanog paradajza u pogledu velic¢ine ploda je daleko veéi i on
varira od Ceri plodova mase desetak grama do genotipova krupnih plodova mase vece
od 500 g (Bai i Lindhout, 2007). Medutim, kultivacija je izmenila i sadrzaj solubilnih
materija, pa je kod kultivisanog paradajza on manji od 4%, dok je kod divljih srodnika
paradajza Solanum pimpinellifolium 1 Solanum chmielewskii 6-10% sveze mase ploda
(Rick, 1974).

Savremena istrazivanja koja se odnose na proucavanje molekularnih osnova
osobina plodova paradajza dovela su do identifikacije kvalitativnih gena i QTL (eng.
quantitative trait loci) (Bergougnoux, 2013). U tom pogledu je posebno znacajna
detekcija QTL za osobine znacajne za kvalitet plodova, kao $to su sadrzaj likopena,
solubilnih materija, askorbinske kiseline, polifenola i aromatic¢nih isparljivih jedinjenja
(Causse et al., 2002). Sve viSe se istrazivanja fokusiraju na detekciju QTL bitnih za
kvalitet plodova i kod divljih srodnika paradajza, kao Sto je S. pimpinellifolum (Capel et
al., 2015) koji putem ukrStanja sa kultivisanim paradajzom mogu unaprediti kvalitet

plodova novonastalih linija.
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lako je akcenat novih selekcionih programa na kvalitetu, podjednako je bitan i
prinos kao selekcioni kriterijum, posebno njegovo odrZanje u uslovima dejstva razlicitih
oblika abiotickog i biotickog stresa. Razumevanje geneticke varijabilnosti, ali i
kompleksnih interakcija genotipa i uslova sredine koje uti¢u na kvalitet i prinos plodova
su kljucni i za razumevanje mehanizama tolerancije biljaka na uslove stresa suSe
(Panthee et al., 2012). U savremenim selekcionim programima se sve viSe koriste
multiparentalne populacije koje su izvor genetiCkog diverziteta upravo zbog svoje
velike alelske varijabilnosti (Cavanagh et al., 2008). Jedna od takvih je i MAGIC TOM
populacija paradajza (eng. The Multi-Parent Advanced Generation Inter-Cross
population) koju c¢ine osam roditeljskih genotipova od kojih su dobijene prve
rekombinantne linije nastale multiparentalnim ukrs$tanjem, ¢ime je postignut veéi stepen
varijabilnosti u poredenju sa klasi¢nim selekcionim programima baziranim na dva
roditeljska genotipa (Ranc, 2010; Pacsual et al., 2015). Genotipovi ove populacije
paradajza koriste se u savremenim istrazivanjima koja ukljucuju i interakciju genotipa i

stresa suse (Diouf et al., 2018).
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3. CILJ RADA

Cilj ove disertacije je da se detaljnije prouci efekat suSe na neke od najvaznijih
fizioloskih pokazatelja i jedinjenja primarnog metabolizma (Secere, organske kiseline) i
sekundarnog metabolizma (karotenoide, vitamin C) u plodovima paradajza, a od kojih
zavisi ne samo kvalitet, ve¢ i njihova nutritivna i lekovita svojstva. Ove osobine
plodova zavise od fenoloske faze u kojoj susa deluje, kao i od stepena stresa i od
ispitivanih genotipova, tako da je i cilj da se utvrde da li se ispitivane osobine biljaka i
njihovih plodova mogu koristiti za testiranje otpornih genotipova paradajza, a $to bi
moglo da ima svoju prakti¢nu primenu za potrebe selekcije paradajza. Da bi se taj cilj
ostvario kao objekat istrazivanja koriS¢ena su Cetiri genotipa paradajza iz programa
MAGIC TOM populacije, koja predstavlja veliki izvor genetickog diverziteta paradajza
1 koristi se u savremenim selekcionim programima.

Kako su reakcije biljaka na susu i kvalitet plodova u velikoj meri regulisani
hormonalnim statusom biljaka, posebno stres hormonom abscisinskom kiselinom
(ABA), cilj ove disertacije je bio i da se u istrazivanja uklju¢i mutant flacca (sa
smanjenom sposobnoscu sinteze ABA) i da se uporedi efekat suse na kvalitet plodova
ovih biljaka sa kvalitetom plodova divljeg tipa paradajza (Ailsa Craig). Takvi podaci
nedostaju u literaturi, a mogu da doprinesu potpunijem razumevanju ne samo efekata
suSe na kvalitet plodova, ve¢ i uloge ABA u sintezi nekih od najznacajnijih primarnih i
sekundarnih metabolita od znacaja za kvalitet plodova paradajza, njegovu nutritivnu
vrednost i lekovita svojstva.

Odabir linija MAGIC TOM populacije, ABA deficitarnog mutanta i divljeg tipa
paradajza kao objekata istrazivanja, doprinec¢e boljem razumevanju genotipskih razlika
u reakcijama biljaka paradajza na susu i posebno, identifikaciji reakcija fitonutrijenata
znacajnih za kvalitet njegovih plodova. To je od posebnog znacaja za buduce selekcione
programe koji, u uslovima sve viSe izrazenih efekata suSe treba da rezultiraju
stvaranjem genotipova paradajza ¢iji je prinos, ali i kvalitet, sa nutritivnog i

zdravstveno-bezbedonosnog aspekta o€uvan u tim stresnim uslovima.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Biljni materijal

Za istrazivanja su kori$¢ena Cetiri genotipa paradajza (Lycopersicum esculentum L.) koji
pripadaju MAGIC TOM (Multi-parent Advanced Generation Inter-cross) roditeljskoj
populaciji. Genotipovi koji ¢ine MAGIC TOM populaciju su odabrani na osnovu
najvece alelske wvarijabilnosti uoCene prilikom ispitivanja viSe stotina razli¢itih
genotipova paradajza (Ranc, 2010). Prema preporuci istrazivaca iz Instituta za
istrazivanja u poljoprivredi (INRA) u Avinjonu (Francuska), odabrani su
indeterminantni genotipovi paradajza koji se u optimalnim uslovima vodnog rezima
razlikuju po veli€ini i kvalitetu plodova, i to: Levovil i LA0147 sa krupnim plodovima i
Plovdiv i LA1420 sa sitnim (Ceri) plodovima. Semena LA1420 su obezbedena iz
Tomato Genetics Resource Centre, Davis (CA, USA), Levovila iz Vilmorin Seed
Company (Francuska), a ostalih genotipova iz Tomato Genetic Resource Centre (INRA,
Avinjon, Francuska).

Pored ovih genotipova za istrazivanja su koris¢eni i Ailsa Craig - divlji tip (WT) i
mutant paradajza flacca kod koga je redukovana biosinteza abscisinske kiseline (ABA)
i zbog toga ima smanjenu koncentraciju ABA u odnosu na divlji tip (Taylor et al., 1988;
Sagi et al., 1999). Semena ovih genotipova paradajza su dobijena od Genebank - IPK
Gatersleben (Nemacka).

4.2. Eksperiment u stakleniku sa genotipovima MAGIC TOM populacije

Ogled u kontrolisanim uslovima gajenja biljaka sa odabranim genotipovima paradajza
(Levovil, Plovdiv, LA0147 i LA1420) koja pripadaju MAGIG TOM populaciji obavljen
je u stakleniku Instituta za istrazivanja u poljoprivredi (INRA) u Avinjonu u Francuskoj
u toku 2014. godine (Sl. 10). Semena ovih genotipova paradajza su naklijavana u
supstratu (Klasmann, No. 460, Champety, Francuska), a nakon klijanja biljke su
presadene u posude zapremine 4 I, sa meSavinom supstrata: 60% crnog treseta, 30%
vlaknastog treseta, 10% belog treseta i dodatkom gline, pH=6. Biljke su gajene u
stakleniku u kome su bili sledec¢i uslovi: fotosinteticka aktivna radijacija (PAR) 5-11
mol m? dan’!, dnevna temperatura vazduha izmedu 24 i 28°C i relativna vlaZnost

(dnevna 51-56% i no¢na 69-73%), praceni preko automatskog senzora.

40



Slika 10. Ogled u stakleniku instituta INRA

U okviru ogleda u stakleniku ispitivan je efekat umerene suSe koja je primenjena u fazi
antezisa (cvetanja) druge cvetne grane, u skladu sa protokolom koji je koris¢en za
ispitivanja stresa suse kod genotipova MAGIC TOM populacije od strane istrazivaca iz
INRA (Ripoll, 2015; Ripoll et al., 2016 a,b). Ogled je postavljen u dve varijante:

1. optimalno zalivanje biljaka - odrZanje optimalne vlaznosti supstrata (70% od
maksimalnog vodnog retencionog kapaciteta supstrata)

2. umerena susa - vlaznost supstrata 25% od maksimalnog vodnog retencionog
kapaciteta supstrata, koja se odrzavala do kraja eksperimenta, odnosno do faze pune

zrelosti plodova.

4.2.1. Ispitivani parametri i metode

U ogledu u stakleniku su praceni slede¢i parametri:
e Vodni rezim supstrata i biljaka
e Rastenje i razvice biljaka - morfoloski i fizioloski parametri
¢ Biohemijski parametri u listovima i kvalitet plodova

e Koncentracija abscisinske kiseline u listovima i plodovima
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4.2.2. Vodni reZim supstrata i biljaka

Tokom trajanja ogleda je kontrolisan vodni retencioni kapacitet supstrata u kome su
gajene biljke. U okviru ispitivanja vodnog rezima biljaka merena je provodljivost
stominih ¢elija i ukupni vodni potencijal listova.

Vodni retencioni kapacitet supstrata je kontrolisan na svaka dva dana pomocu
WCM Grodan senzora (Grodan Group, Netherlands) 1 na osnovu tih vrednosti je
odredivana koli¢ina vode za zalivanje biljaka u oba tretmana. Zalivanje i prihrana su
regulisani automatskim sistemom za zalivanje po sistemu ,kap po kap* sa ugradenim
senzorima vlaznosti supstrata. Te¢no dubrivo je rastvarano u vodi za zalivanje
(Liquoplant Rose, Plantin, Courthézon, Francuska) i primenjivano na dnevnom nivou u
koncentraciji izmedu 0,4%o 1 0,8%o, zavisno od starosti biljke.

Provodljivost stoma je merena na kraju ogleda na potpuno razvijenim, mladim
listovima pomoc¢u porometra (AP4 Leaf Porometer, Delta-T Device, Ltd, UK). Ovim
porometrom je merena difuzna provodljivost vodene pare koja se oslobada kroz stomine
¢elije u toku procesa transpiracije, odnosno mereno je vreme potrebno za postizanje
ravnoteznog stanja izmedu komore koja je zakaCena na list i komore sa senzorom za
relativnu vlaznost (Sl. 11). Aparatom je direktno ocitavana vrednost provodljivosti

stoma izrazena u mmol m2s!,

Slika 11. Porometar AP4 (Delta-T Device, Ltd, UK)

Vodni potencijal listova je odredivan na kraju ogleda u cilju provere stepena stresa suse

kod biljaka metodom po Scholander-u et al. (1965). Za merenje potencijala vode
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koris¢ena je komora pod pritiskom (Soil Moisture Equipment Corp., Santa Barbara, CA,
USA). Princip metode se bazira na istiskivanju ksilemskog soka iz listova postavljenih u
komoru pomocu pritiska gasa azota ili vazduha. Pritisak koji dovodi do pojave prvih
kapi ksilemskog soka na presecenoj povrsini lisne drSke odgovara vrednosti ukupnog

vodnog potencijala listova i izrazava se u -MPa.

4.2.3. Rastenje i razvice biljaka - morfoloski i fizioloSki parametri

Kao pokazatelj rastenja i razvi¢a listova pracena je specificna lisna povrsina (SLA).
Povrsina pojedinacnih, najmladih potpuno razvijenih listova izmerena je na kraju
ogleda pomoc¢u LI-3100 areametra (LI-COR, USA). Nakon suSenja na temperaturi
od 70 °C je izmerena njihova suva masa i izraCunata specificna lisna povrSina
prema formuli Hunt-a (1982):

SLA = Al/WI
gde je:
Al - povrSina lista (cm?)

W1 - suva masa lista (g).

Na kraju ogleda je izmeren pre¢nik i sveza masa plodova, a nakon susenja listova i
plodova na 70 °C, izmerena je suva masa na osnovu koje je izraCunat i procenat
suve materije prema formuli:

% suve materije = (suva masa/sveza masa) x 100

4.2.4. Merenje fluorescencije hlorofila

Fluorescencija hlorofila je jedan od parametara koji ima primenu u kvantifikaciji
efekta suSe na proces fotosinteze. Ona je merena pomocu fluorimetra (HANDY-
Pocket PEA, Hansatech, King’s Lynn, UK) na kraju ogleda. Merenja su obavljena na
prethodno zatamnjenim listovima (15-20 minuta) kako bi se omogucilo da se u
mraku otvore svi reakcioni centri PSII (SI. 12). Uredaj detektuje minimalnu
fluorescenciju (Fo) koja predstavlja emisiju ekscitovanog hlorofila iz antena
kompleksa fotosistema II, kada je prvi stabilni akceptor elektrona fotosistema II

potpuno oksidovan. U uslovima pune osvetljenosti, kada je prvi stabilni akceptor
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elektrona fotosistema Il redukovan, detektuje se maksimalna fluorescencija (Fm).
Na osnovu ovih parametara odredivana je maksimalna fotohemijska efikasnost
fotosistema II preko odnosa:

Fv/ Fm
Fv - razlika izmedu maksimalne i minimalne fluorescencije

Fm - maksimalna fluorescencija hlorofila

Slika 12. Zatamnjivanje povrsine lista pre merenja (A), i uredaj HANDY Pocket PEA
(B) (http://www .hansatech-instruments.com)

4.2.5. Biohemijski parametri u listovima i kvalitet plodova

Listovi i plodovi su za biohemijske analize uzeti u fazi pune zrelosti plodova i listova
druge cvetne grane. Uzorci su usitnjeni u prah pomocu te¢nog azota i cuvani na -80 °C
do analiza.
U listovima je analiziran:

e sadrzaj Secera,

e sadrzaj organskih kiselina,

e sadrzaj vitamina C i

e ukupna antioksidativna aktivnost.
U plodovima su analizirani parametri koji se odnose na kvalitet plodova i to:

e sadrzaj Secera,

e sadrzaj organskih kiselina,

e sadrZaj karotenoida,
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e sadrzaj vitamina C i

e ukupna antioksidativna aktivnost.

4.2.5.1. Odredivanje koncentracije rastvorljivih Secera i organskih kiselina

Koncentracije solubilnih Secera (glukoze, fruktoze i saharoze), kao i organskih kiselina
(limunske i jabu¢ne kiseline) u listovima i plodovima paradajza odredene su metodom
teCne hromatografije visoke efikasnosti (High-Performance Liquid Chromatography -

HPLC), prema protokolu Gomez-a et al. (2002).

Ekstrakcija solubilnih Secera i organskih kiselina

Ekstrakcija je zapoceta tako Sto je odmereno 10 mg usitnjenog uzorka i dodat je 1 ml
rastvora metanola/miliQ vode u odnosu 1:1 i 300 pl hloroforma. Tako pripremljen
uzorak je muckan na vorteksu 20 min na 4 °C i 40 rpm (vorteks Rotateur Stuart SB3) i
zatim centrifugiran (5 min, 4 °C, 13000 rpm). Uzorak od 800 pl dobijenog supernatanta
je liofiliziran pomoc¢u vakumskog aparata SpeedVac-a (Savant™, SC200,
ThermoScientific), a zatim je dodato 2*800 pl miliQ vode i sadrzaj je muckan na
vorteksu 10 min na 4 °C. Nakon dodavanja 10 mg PVP (polivinilpirolidona), uzorak je
kratko promesan na vorteksu i zatim je sledilo centrifugiranje (5 min, 4 °C, 13200 rpm).
Supernatant je precisc¢en pomoc¢u C18 mikrokolone i filtriran kroz 0,2 pm filter direktno

u mikrotube za HPLC.

Tecna hromatografija solubilnih Secera

Sadrzaj solubilnih SeCera je odreden na HPLC Waters sistemu (Waters, USA).
Separacija je obavljena koriS¢enjem predkolone Waters (ref. WAT015209) i kolone
Sugar- Pac I (300%6.5 mm, Waters, ref. WAT088141), koja je termostatirana na 85 °C.
Mobilna faza se sastojala od Na:Ca-EDTA (50 mg/l), a brzina protoka je podeSena na
0.6 ml/min. Snimanje je vrSeno refrakcionim detektorom. Kolona je regenerisana sa
Na2Ca-EDTA (500 mg/l). Naneto je 50 pl uzorka. Kalibracija je izvedena pomocu
standarda glukoze, fruktoze i saharoze, a rezultati su iskazani u vidu g solubilnog Secera

na 100 g liofilizovanog materijala.
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Tecna hromatografija organskih kiselina

Sadrzaj organskih kiselina je takode odreden HPLC metodom pomocu Waters sistema
(Waters, USA), koji je bio opremljen sa UV detektorom (210 nm). Separacija je
izvedena koriS¢enjem predkolone RSpac KC-G (50*6 mm, Shodex) i kolone RSpac
KC-811 (300*8mm, Shodex) koja je termostatirana na 80 °C. Mobilna faza je bila 1%
H3POs4, a kretanje mobilne faze je podeSeno na 1 ml/min i pra¢eno UV-vidljivim
detektorom na 210 nm. Kolone su regenerisane sa 25 mM H2SO4. Naneto je 50 pl
uzorka. Za kalibraciju su kori$¢eni standardi limunske i jabucne kiseline, a rezultati su

izraZzeni u vidu g analizirane organske kiseline na 100 g liofilizovanog materijala.

4.2.5.2. Odredivanje koncentracije karotenoida

Koncentracija karotenoida (fitoena, likopena, P-karotena i luteina) u plodovima
odredena je teCnom hromatografijom visoke efikasnosti (High-Performance Liquid

Chromatography - HPLC) prema protokolu Serino et al. (2009).

Ekstrakcija karotenoida

Za ekstrakciju je odmereno 400-600 mg zaledenog praha plodova koji je sa 100 ul
zasi¢enog rastvora NaCl-a i 50 pl n-heksana homogenizovan meSanjem na vorteksu.
Nakon centrifugiranja (2 min, 4 °C, 13200 rpm), supernatantu je dodato 200 pl
dihlormetana, sadrzaj je promuckan na vorteksu 30 s i zatim centrifugiran (2 min, 4 °C,
13200 rpm). U supernatant je dodat 1 ml etilacetata. Nakon meSanja na vorteksu i
centrifugiranja (5 min, 4 °C, 13200 rpm), supernatant je filtriran direktno u HPLC tube
od 1.5 ml kroz mikrofilter 0.45 um. Ekstrakt karotenoida je ¢uvan za analizu do daljeg

na -20 °C.

Tecna hromatografija visoke efikasnosti

Te¢na hromatografija je realizovana pomo¢u DAD sistema (Agilent Technologies,
USA). Separacija je izvedena pomoc¢u jedne predkolone (VWR Merck, ref.
1.51452.0001, 10*4.6 mm) i dve kolone (VWR Merck, ref. 1.02129.0001, Chromolith
Performance RP-18e; 100*4.6 mm). Temperatura kolona je bila podesena na 28 °C, a
naneto je 10 pl uzorka. Eluiranje je vrSeno linearnim gradijentom rastvaraca A

(acetonitril:etil-acetat:ultracista voda = 53:40:7) i B (acetonitril:etil-acetat:ultracista
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voda = 20:80:2). Kretanje mobilne faze je podeseno na 1 mL/min i praceno je linearnim
gradijentom rastvora etil-acetata, dihlormetana i heksana u odnosu 80:16:4. UV/vidljivi
detektor (oblast 200-750 nm) je podesen na 448 nm (lutein), 454 nm (B-karoten), 286
nm (fitoen) i 474 nm (likopen) i na osnovu toga je dobijen hromatogram analiziranih

karotenoida, likopena (SI. 13) i luteina (SI. 14).
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Slika 14. Hromatogram pojedina¢nog uzorka (lutein — 448 nm)
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Visoko precis¢eni standardi analiziranih karotenoida (Sigma Aldrich) su razblazeni u
¢istom dihlormetanu i tako je dobijen osnovni rastvor. Zatim je koncentracija preciznije
podesena dodavanjem n-heksana i finalna koncentracija standarda luteina je iznosila 71
pg/ml, likopena 45 pg/ml, B-karotena 100 pg/ml i fitoena 40 ug/ml. Rezultati su izrazeni

kao mg analiziranog karotenoida po kg sveze mase uzorka.

4.2.5.3. Odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti

Ukupna antioksidativna aktivnost listova i plodova je odredena prema modifikovanom

protokolu Re et al. (1996).

Ekstrakcija antioksidativnih komponenti
Ekstrakcija je zapoceta tako $to je 1 g uzorka listova ili plodova homogenizovan u
avanu sa 10 ml 80% etanola. Nakon centrifugiranja 10 min na 9000 rpm na sobnoj

temperaturi, gornji sloj je profiltriran i etanolni ekstrakt je koriS¢en za analizu.

Merenje ukupne aktioksidativne aktivnosti

Za analizu antioksidativne aktivnosti neophodno je bilo dan ranije napraviti rastvore:
rastvor ABTS" katjona i Trolox. Rastvor ABTS" katjona je dobijen rastvaranjem 1 g
ABTS-a (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotijazolin-6-sulfonska kiselina) u fosfatnom puferu
(0,165 NaH2POs4, 0,575 g NaxHPO4 1 8,75 g NaCl, pH =7,4), uz dodatak MnO». Nakon
filtracije je rastvor razblazen da bi se dobila apsorbanca 0,7 na 734 nm. Za dobijanje
Trolox rastvora rastvoreno je 0,6 grama Trolox-a u 100 ml fosfatnog pufera. Za samu
analizu je od osnovnog Trolox rastvora napravljena serija standardnih rastvora
koncentracija 10, 20, 40, 60, 80 i 100 puM.

U kivete je odmeren 1 ml pripremljenog ABTS+ radikal katjona i 200 pl
etanolnog ekstrakta. Nakon muckanja na vorteksu u trajanju od 15 sekundi i
centrifugiranja 1 min na 9000 rpm, merena je apsorbanca na 734 nm (UV-VIS
spektrofotometar, 1166, Lamboled, Inc.USA). Rezultati su nakon preracuna u odnosu
na standardnu krivu (Sl. 15) predstavljeni u vidu Trolox ekvivalentne jedinice po gramu

sveze mase uzorka.
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Slika 15. Kalibraciona kriva formirana na osnovu Trolox standarda

4.2.5.4. Odredivanje koncentracije askorbinske kiseline (vitamina C)

Sadrzaj askorbinske kiseline (vitamina C) u listovima i plodovima je odreden prema
protokolu Stevens et al. (2006) i to tako Sto je metodom spektrofotometrije izmerena
koncentracija ukupnog vitamina C uz pomo¢ redukujuceg reagensa DDT (ditiotreitola).
Bojena reakcija se zasniva na redukciji Fe* iz FeCls do Fe?" &iji je produkt direktno
proporcionan koncentraciji vitamina C, a koji je redukovan sa DDT. Redukcija vitamina
C je neophodna da bi se spektrofotometrijski odredila njegova koncentracija, jer

oksidovana forma ne apsorbuje svetlost na talasnoj duzini 550 nm.

Ekstrakcija askorbinske kiseline

Ekstrakcija je zapoceta tako Sto je oko 500 mg uzorka izmereno i homogenizovano sa
600 pul 6% trihlorsir¢etne kiseline (TCA). TCA se koristi da bi se sprecila oksidacija
askorbinske kiseline. Uzorak je zatim usitnjen u mlinu 1 min (Retsch MM301) i
muckan na vorteksu 20 s. Nakon centrifugiranja (15 min, 4 °C, 13200 rpm), odvojen je

supernatant koji je kori§¢en za analizu.
Pravljenje fosfatnog pufera i standarda

Analizi je prethodilo pravljenje fosfatnog pufera i to tako S$to je rastvoreno 44,75 g

NazHPO4x12H20 u 250 ml vode, kao 1 6.90 g NaH2PO4x1H20 u 100 ml vode. Rastvor
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Na:HPO4x12H:20 je postavljen na magnetnu mesalicu i pH rastvora je podeSen na 7.5 sa
rastvorom NaH:POsx1H20. Standardi su pripremljeni neposredno pre upotrebe
rastvaranjem Ciste askorbinske kiseline u 6% TCA (0-0,4 mg/mL). Ovi standardni

rastvori su koris¢eni za formiranje kalibracione krive.

Merenje koncentracije

Postupak je zapoceo tako $to je u prve tri kolone mikrotitar ploce (koje predstavljaju
standard) dodato po 20 ul standarda askorbinske kiseline, a u ostale kolone po 20 ul
uzorka. Potom je u kolone sa uzorcima, a koje su se koristile za odredivanje
koncentracije ukupnog vitamina C, kao i u standardne rastvore, dodato 20 pl rastvora
ditiotreitola (DTT) koji ima redukujucu aktivnost. Rastvor DTT je dobijen rastvaranjem
84 mg DTT u 105 ml fosfatnog pufera koji se potom cuva na -80 °C do upotrebe.

Posebne kolone su se koristile za detektovanje tzv. “parazitske” apsorbance,
odnosno apsorbancije drugih molekula koje ne oksiduje askorbat-oksidaza. To je
uradeno tako $to je u te kolone, kao i u jednu od kolona koja je imala standardni rastvor,
dodato po 20 pl askorbat-oksidaze. Enzim je dodat da bi oksidovao prisutnu
askorbinsku kiselinu. Rastvor enzima je napravljen tako S$to je prvo rastvoren
liofilizovani prah askrorbat-oksidaze u 1 ml fosfatnog pufera. Dobijeni rastvor je
muckan na vorteksu 3x 10 s kako bi se rastvorio enzim.

Posle dodavanja prethodno navedenih rastvora, sadrzaj mikrotitar ploCa je
muckan 1 min, a zatim je inkubiran 20 min na 38 °C. Potom je u kolone u koje je
prethodno dodat DTT dodato po 10 ul NEM (N-etilmaleimid), koji inhibira redukujucu
aktivnost DTT. NEM je pripremljen rastvaranjem 250 mg NEM-a u 50 ml vode. U
komore za odredivanje ,parazitske” apsorbance je dodato po 10 pl fosfatnog pufera.
Nakon dodavanja pufera i NEM rastvora, u svaku komoru na ploci je dodato i po 80 ul
bojenog agensa napravljenog neposredno pre upotrebe od 6,6 ml reagensa A i 2,4 ml
reagensa B. Reagens A se dobija meSanjem 18,5 ml 85% ortofosforne kiseline, 31,5 ml
vode, 2,3 g TCA 10,3 g FeCls. Reagens B se dobija rastvaranjem 1 g 2,2 dipiridila u 25
ml 70% etanola.

Mikrotitar ploca je inkubirana sat vremena na 38 °C i zatim je merena apsorbanca
na 550 nm pomocu spektrofotometra (Tecan Sunrise Spectrofotometer, Tecan Group,

Svajcarska). Apsorbanca je uneta u poseban Excel dokument prilagoden prera¢unu
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askorbinske kiseline. Za svaki set uzoraka je formirana posebna kalibraciona kriva
bazirana na merenju apsorbance standarda i izraCunata je jednacina kalibarcione krive
(S1. 16). Rezultati su predstavljeni kao mg askorbinske kiseline na 100 g sveze i suve

mase.
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Slika 16. Kalibraciona kriva formirana na osnovu standarda askorbinske kiseline

4.2.5.5. Odredivanje koncentracije abscisinske kiseline (ABA)

Sadrzaj abscisinske kiseline u listovima i plodovima je odreden ELISA testom prema
protokolu Asch-a (2000). Ovaj test se zasniva na bojenoj imunoloskoj reakciji izmedu
ABA 1 monoklonskog antitela MAC252, a intenzitet obojenja se meri pomocu ELISA
¢itaca. Zidovi komora unutar mikrotitar ploce se moraju obloziti sa ABA konjugatom
koji predstavlja antigen sa proteinskim nosacem. U procesu vezivanja sa primarnim
antitelom ABA konjugat je u kompeticiji sa ABA iz uzorka. Primarno antitelo se vezuje
za ABA konjugat i to tako da je njegova koli¢ina obrnuto proporcionalna koli¢ini ABA
u uzorku. Da bi se dobila bojena imunoloska reakcija, neophodno je da se primarno
antitelo MAC252 veze za enzimom obeleZzenim sekundarnim antitelom AntiRat IgG
(kozje antitelo prema albuminu pacova obelezeno sa alkalnom fosfatazom).

Dodavanjem p-nitro-fenil fosfata dolazi do razvoja boje, Ciji se intenzitet meri kao
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apsorbanca na 405 nm pomoc¢u ELISA C¢Citaca. Ocitana vrednost je obrnuto
proporcionalna koncentraciji ABA. Za izraCunavanje koncentracije ABA pravi se
standardna kalibraciona kriva na osnovu merenja serije rastvora poznate koncentracije

ABA.

Ekstrakcija abscisinke kiseline

Listovi i plodovi su samleveni u tecnom azotu i odmereno je 1 g uzorka. Uzorak je
homogenizovan sa 1,5 ml miliQ vode i 0,01 g polivinilpirolidona (PVP-a), na kratko
izloZen visokim temperaturama u vodenom kupatilu i prebacen u termomuckalicu na
450 rpm-a na 24 casa na temperaturu od 4 °C. U termoSejkeru je ostavljen do narednog
dana, kada je nakon centrifugiranja (15 min, 4 °C, 13200 rpm) odvojen supernatant i

napravljena su odgovarajuca razblazenja.

ELISA test
Pre analize, testom ukrstene reakcije, potvrdeno je da ekstrakt ne sadrzi druge supstance
koje bi mogle da reaguju sa antitelima, a da nisu abscisinska kiselina.

Pre testa je napravljen fosfatni pufer od 6,05 TRIZME (hidroksimetil-
aminometana), 0,2 g magnezijum-hlorid heksahidrata, 8,8 g NaCL-a, 1 g albumin
seruma goveceta i 0,5 ml Tween 20. Nakon rastvaranja svih supstanci pH se podesava
na 7,8 pomocu razblazene hlorovodoni¢ne kiseline. Dan pre analiza je u otvore
mikrotitar plo¢e dodato po 200 uL ABA konjugata i ploca je inkubirana na 4 °C do
narednog dana. Ovaj konjugat se kao antigen sa proteinskim nosacem tokom procesa
oblaganja vezuje za zidove komora na mikrotitar plo¢i. Naredni dan je nevezani
konjugat ispiran fosfatnim puferom tri puta, dok je tre¢i put fosfatni pufer ostavljen u
komorama mikrotitar plocCe, koja je zatim inkubirana na 37 °C u termostatu. Nakon 20
minuta inkubacije, pufer je prosut i ploca je prosusena na upijajuéem papiru. U prve tri
kolone mikrotitar ploce je zatim dodato po 100 pl standarda ABA (4000, 2000, 1000,
500, 250 1 125 pg ABA/100ul). Kao negativna kontrola je koriS¢ena miliQ voda, a kao
pozitivna kontrola rastvor 80000 pg ABA/100ul. U ostale kolone je dodato po 100 pl
uzorka. U ostale kolone je dodato po 100 pl uzorka. U sve otvore mikrotitar ploce je
dodato i 100 pl primarnog antitela (MAC 525). Primarno antitelo je prethodno
pripremljeno rastvaranjem 4 ml MAC 252 koncentracije 1:8000 u 8 ml PBS pufera. Zatim
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je mikrotitar ploca je inkubirana 3 sata na 4 °C i za to vreme se antigen iz uzorka vezao
za primarno antitelo. Nakon 3 sata ploca je isprana fosfatnim puferom, prosuSena na
upijajuc¢em papiru i u svaku komoru na ploci je dodato po 200 pul sekundarnog antitela
(AntiRat IgG) koje se vezuje za primarno antitelo tokom inkubacije (1 sat na 37 °C).
Sekundarno antitelo je pripremljeno razblazivanjem 21 pl sekundarnog antitela sa 21 ml
pufera 1 (6,05 g TRIZME, 0,2 g magnezijum-hlorid heksahidrata, 8,8 g natrijum-hlorida
i pH =7,8). Ploca je nakon inkubacije isprana 5 puta fosfatnim puferom i osusSena sa
upijaju¢im papirom.

U svaku komoru na plo¢i je dodato 200 pl supstrata (p-nitrofenil fosfat),
prethodno rastvorenog u vidu tablete od 20 mg supstrata u 21 ml 0,05 M NaHCOs.
Enzim povezan za sekundarno antitelo reagovao je sa supstratom, usled ¢ega se razvilo
specificno obojenje u roku od nekoliko minuta. Merena je apsorbanca na ELISA citacu

(Tecan Sunrise Spectrofotometer — Sl. 17) na 405 nm.

Slika 17. Tecan Sunrise spektrofotometar

Na osnovu rezultata prethodno ocitane kalibracione krive, obavljen je obracun
koncentracije ABA. Za pravljenje krive su koris¢ene sledece koncentracije ABA: 4000,
2000, 1000, 500, 2501 125 pg ABA/100ul (SI. 18). Rezultati su predstavljeni u vidu ng

ABA po g sveze mase uzorka.
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Slika 18. Kalibraciona kriva formirana na osnovu standarda abscisinske kiseline

4.3. Eksperimenti u fitotronskoj komori sa genotipovima Ailsa Craig i flacca

mutantom

Ogledi u fitotronskoj komori obavljeni su sa genotipovima Ailsa Craig i flacca
mutantom u toku 2015. 1 2016. godine na Katedri za agrohemiju i fiziologiju biljaka, na
Poljoprivrednom fakultetu Univerziteta u Beogradu. Semena paradajza su naklijavana u
kontejnerima u supstratu (Potgrond H-Klasmann, Nemacka), a u fazi potpuno
razvijenog petog lista biljke su presadene u plasti¢ne posude zapremine 200 ml. Nakon
potpunog razvica osmog lista biljke su prebacene u ogledne saksije zapremine 20 I,
napravljene za potrebe ovog eksperimenta (SI. 19). Posude su napunjene sa po 19 1
supstrata koji je napravljen kombinovanjem 14 1 Terracult 4 i 3 1 Terracult 8 (Terracult
,Blue line”, Nemacka), uz dodatak 2 1 perlita po oglednoj posudi. Perlit je obezbedio
stabilnije odrzavanje i lakSu kontrolu vlaznosti supstrata. Prihrana je vrSena svakih 14
dana kombinacijom tecnih dubriva FitoFert Tomato i Fitofert Cristal (FitoFert, Srbija) u
koncentraciji 0,3%. Nakon presadivanja u ogledne posude, supstrat je navodnjavan do
70% poljskog vodnog kapaciteta do pojave antezisa druge cvetne grane. Uslovi gajenja
biljaka u fitotronskoj komori tokom ogleda su bili: fotosinteticka aktivna radijacija
(PAR) 250 pmol m?2 s, fotoperiod 16" /8" temperatura u toku dana 25-28 °C, u toku

no¢i 16-19 °C i relativna vlaznost vazduha 55%.

54



Slika 19. Ogled u fitokomori

U fitotronskoj komori su realizovana dva tipa ogleda u kojima su na genotipovima Ailsa
Craig ii flacca mutanta ispitivani sledeci efekti:

1) Efekat suSe umerenog intenziteta koji je primenjen u fazi antezisa (cvetanja)
druge cvetne grane. U kontrolnoj grupi biljaka je odrzavana vlaznost od 70% poljskog
vodnog kapaciteta (volumetrijski sadrzaj vode u supstratu od 36%), dok je u tretiranoj
grupi biljaka supstrat isusivan za 20% u odnosu na kontrolu i vlaznost odrzavana na tom
nivou (volumetrijski sadrzaj vode u supstratu od 25-26%).

2) Efekat suSe jakog intenziteta koji je primenjen u fazi antezisa (cvetanja) druge
cvetne grane. Pri tome je kontrolnim biljkama odrzavana vlaznost od 70% poljskog
vodnog kapaciteta (volumetrijski sadrzaj vode u supstratu od 36%), dok je tretiranoj
grupi biljaka isusivan supstrat za 50% u odnosu na kontrolu i vlaznost odrzavana na tom

nivou (volumetrijski sadrzaj vode u supstratu od 10-11%).

4.3.1. Ispitivani parametri i metode

U ogledima su praceni sledeci parametri:
e Vodni rezim supstrata i biljaka

e Rastenje i razvice biljaka - morfoloski i fizioloski parametri

55



e Biohemijski parametri u listovima i kvalitet plodova

e Koncentracija abscisinske kiseline u listovima, korenovima i plodovima.

4.3.2. Vodni reZim supstrata i biljaka

U okviru ovih ispitivanja mereni su slede¢i parametri: sadrzaj vode u supstratu,
potencijal vode u listovima i provodljivost stominih ¢éelija.

Sadrzaj vode u supstratu kod kontrolnih i biljaka izloZenih susi je pracen svakog
dana pomocu ML3 ThetaProbe Soil Moisture senzora (Delta-T Device, Ltd, UK) i
na osnovu tih vrednosti je odredivana koli¢ina vode za zalivanje biljaka u oba tretmana.

Parametri vodnog rezima biljaka mereni su na kraju ogleda. Provodljivost stoma
je merena pomocu porometra (AP4 Leaf Porometer, Delta-T Device, Ltd, UK), dok je
ukupni vodni potencijal meren koris¢enjem komore pod pritiskom (Scholander et

al., 1965). Principi rada porometra i komore su opisani u prethodnim poglavljima.

Slika 20. Komora pod pritiskom za merenje vodnog potencijala listova

4.3.3. Rastenje i razvice biljaka - morfoloSki i fizioloSki parametri

Kao pokazatelji rastenja i razvi¢a praceni su: specificna lisna povrSina, pre¢nik plodova
i sveza i suva masa plodova. Na kraju ogleda izmerena je sveza masa listova i
plodova, a nakon suSenja na temperaturi od 70 °C, izmerena je suva masa na
osnovu koje je izraCunat i procenat suve materije prema prethodno objasnjenoj
formuli. Ukupna lisna povrSina je odredena na kraju ogleda pomocu LI-3100
areametra (LI-COR, USA) i izracunata je specificna lisna povrSina (SLA) prema

prethodno navedenoj formuli.
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Na osnovu BBCH fenoloske skale za familiju Solanaceae (Meier, 2001)
pracena je pojava antezisa, prvih plodova na drugoj cvetnoj grani i faze njihovog
sazrevanja. Same faze sazrevanja ploda pracene su i na osnovu promena boje
plodova (Sl. 21). Nakon zavrSenog rastenja zelenog ploda (tzv. mature green),
pocinje sazrevanje plodova koje se odvija kroz nekoliko faza. Prva u nizu je tzv.
breaker (promena boje od zelene ka Zutoj sa nijansama narandzaste boje koja
pokriva do 10% povrSine ploda) preko tzv. turning faze (pojava narandzaste ili
ruzicaste boje plodova koja je zastupljena na 10 - 30% povrSine ploda) pa sve do tzv.

red/deep red faze kada je 90 - 100% povrsine ploda crvene boje.

MATURE LIGHT
GREEN BREAKER TURNING PINK RED RED

Slika 21. Faze sazrevanja ploda (modifikovano prema Cantwell, 2010)

4.3.4. Merenje sadrZaja hlorofila

Ova merenja su izvrSena Dualex Force-A aparatom (Force-A, Orsay-France) koji na
osnovu apsorbance epidermisa lista u UV, crvenom i NIR (bliskom infracrvenom delu
spektra) odreduje sadrzaj hlorofila (SI. 22). Merenja ovog parametra su obavljena na
mladim listovima u odredenim fazama razvoja ploda. U ogledu umerene suse, merenja
su izvrSena u fazi antezisa druge cvetne grane, fazi zelenog i fazi zrelog, crvenog ploda.
U ogledu jake suse, sadrzaj hlorofila je meren u fazi antezisa druge cvetne grane, fazi
zelenog ploda (tzv. mature green) i tzv. turning fazi. Merenja u fazi crvenog, odnosno
zrelog ploda nisu bila moguca usled pojave znakova venjenja koji su bili uoceni kod
biljaka izlozenih jakoj suSi. Rezultati sadrzaja hlorofila u listovima su predstavljeni kao

ug hlorofila/cm?.
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Slika 22. Dualex Force-A (http://www.force-a.com/)

4.3.5. Biohemijski parametri u listovima i kvalitet plodova

Plodovi i listovi za biohemijske analize iz oba ogleda uzimani su sa druge cvetne grane.
Uzorci su usitnjeni u prah pomocu te¢nog azota i cuvani na -80 °C do analiza. U
listovima je analiziran:

e sadrzaj vitamina C,

e ukupna antioksidativna aktivnost i

e sadrzaj abscisinske kiseline.

U ogledu sa suSom umerenog intenziteta analizirani su slede¢i parametri kvaliteta
plodova:

e sadrzaj ukupnih solubilnih materija (Brix°),

e sadrZaj organskih kiselina,

¢ kolicina likopena,

e sadrzaj vitamina C,

e ukupna antioksidativna aktivnost i

e sadrZaj abscisinske kiseline.
U ogledu suse jakog intenziteta nije doslo do faze potpunog sazrevanja plodova zbog

venjenja biljaka, pa su stoga parametri kvaliteta plodova ispitivani kada je plod bio u

tzv. turning fazi.
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4.3.5.1. Odredivanje koncentracije ukupnih rastvorljivih materija i organskih kiselina

Odredivanje koncentracije ukupnih solubilnih materija i organskih kiselina obavljeno je
metodom po OIV (1992). Prvo je napravljen zajednicki ekstrakt, a zatim je
koncentracija solubilnih materija (Brix°) odredena refraktometrijski, dok je sadrzaj

organskih kiselina odreden titracijom sa NaOH.

Ekstrakcija

Izmereno je 50 g ploda u prahu i pomeSano sa 45 ml 70 % etanola. Nakon inkubacije od
30 min na 70 °C u vodenom kupatilu, uzorak je filtriran G-3 filterom i dodata je
kasiCica aktivnog uglja. Ponovljena je inkubacija (30 min na 70 °C) i uzorak je opet
filtriran. Filtrat je prebacen u normalni sud zapremine 100 ml i dopunjeno je

destilovanom vodom do crte.

Merenje koncentracije ukupnih solubilnih materija

Ukupne solubilne materije su direktno merene iz rastvora refraktrometrom
(Brix/Specific Gravity Refractometer w/ATC, Vee Gee Scientific, USA). Ukupne
solubilne materije predstavljaju uglavnom Secere i najcesc¢e se njihova kolicina izrazava
kao Brix®, koji je ekvivalent % solubilnih materija u uzorku, odnosno g/100 g sveze

mase uzorka.

Odredivanje koncentracije organskih kiselina

Odredivanje koncentracije kiselina je obavljeno metodom titracije i to tako $to je 10 ml
ekstrakta prebaceno u ¢asicu, zatim je dodato 1-2 kapi fenoftaleina i uradena je titracija
sa 0,1 M NaOH do obezbojenja. Na osnovu utroska baze za titraciju odredena je

koncentracija kiselina prema sledecoj formuli:

% kiseline = ml utrosene NaOH x 0,1 M NaOH x miliekvivalent faktor x gram uzorka

S obzirom da je u plodovima paradajza dominantna limunska kiselina, koriS¢en je

miliekvivalent 0,064 i dobijena koncentracija kiselina je izrazena kao % limunske

kiseline, odnosno g kiseline/100 g sveze mase uzorka.
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4.3.5.2. Odredivanje koncentracije likopena

Koncentracija likopena u plodovima paradajza odredena je spektrofotometrijskom
metodom prema protokolu Kuti i Konuru (2005). Odmereno je 3 g ploda u prahu i
pomesano sa 10 ml smeSe heksana, metanola i acetona u odnosu 2:1:1, uz dodatak 25
g/l butilhidroksitoluena (BHT - Merck). Nakon centrifugiranja (15 min, 4 °C, 9000
rpm), odvojen je 1 ml heksanskog sloja koji se izdvojio na vrhu smese i razblazen sa
heksanom u odnosu 1:10. Nakon toga je spektrofotometrijskom metodom merena
apsorbanca na 505 nm (UV-VIS spektrofotometar, 1166, Lamboled, Inc.USA). Heksan
je predstavljao slepu probu. Dobijeni rezultati su preracunati u miligrame likopena po

kilogramu sveze mase ploda.

4.3.5.3. Odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti

Ukupna antioksidativna aktivnost u listovima i plodovima je odredena prema protokolu
Re et al. (1999), koji je objasnjen u poglavlju 4.2.5.3.

4.3.5.4. Odredivanje koncentracije askorbinske kiseline

Koncentracija askorbinske kiseline u listovima i1 plodovima je odredena prema

protokolu Stevens et al. (2006), koji je objasnjen u poglavlju 4.2.5.4.

4.3.5.5. Odredivanje koncentracije abscisinske kiseline
Sadrzaj abscisinske kiseline u listovima, korenovima i perikarpu plodova je odreden

ELISA testom prema protokolu Asch-a (2000), koji je objasnjen u poglavlju 4.2.5.5.

4.4. Statisticke analize

Postavka ogleda je podrazumevala gajenje devet biljaka po tretmanu i po genotipu.
Statisticke analize su realizovane u SigmaPlot 11.0 i Statistica for Windows softverima.
Za svaki set podataka je uradena deskriptivna statistika i izraCunate su statisticke greske,
srednje vrednosti i procenat odstupanja. Razlike izmedu tretmana detektovane su

Studentovim t-testom na nivou znacajnosti od 0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Ogled sa MAGIC TOM populacijom

5.1.1. Vodni reZim biljaka

Merenja provodljivosti stoma kao parametra vodnog rezima pokazala su da su se
ispitivani genotipovi paradajza razlikovali u otvorenosti stoma u uslovima kontrole
(optimalnog navodnjavanja). Najveca provodljivost stoma utvrdena je kod genotipa sa
krupnim plodovima Levovil (952,89 mmol m™? s'), a najmanja kod &eri genotipa
Plovdiv (453,22 mmol m™ s!). Umerena susa je redukovala provodljivost stoma kod
svih analiziranih genotipova (Tab. 1), pri cemu je stepen redukcije viSe bio izrazen kod
genotipova sa krupnim plodovima, i to kod genotipa Levovil za 68% (sa 952,89 na
300,83 mmol m?2s!), a kod genotipa LA0147 za 62% (sa 882,33 na 339,05 mmol ms-
1, dok je kod &eri genotipa LA1420 ta redukcija iznosila 40% (sa 866,33 na 522 mmol
m2s7), a kod Plovdiva 48% (sa 453,22 na 235,24 mmol m s™!). Pored provodljivosti
stoma, kao parametar vodnog rezima koji ukazuje na stepen stresa suse pracene su i
promene potencijala vode. Ovi rezultati nisu pokazali znacajne genotipske razlike
izmedu ispitivanih genotipova jer se kod kontrolnih biljaka (optimalno obezbedenih
vodom) potencijal vode odrzavao od -0,20 do -0,24 MPa, dok je kod biljaka izloZenih
susi vodni potencijal imao vrednosti od -0,96 do -1,08 MPa. Promena u vrednostima
potencijala vode od cca 0,80 MPa ukazuje da su ispitivane biljke bile izlozene

umerenom stresu suse.

Tabela 1. Uticaj suSe na provodljivost stoma kod ispitivanih genotipova paradajza (***

oznacavaju statisticki znacajnu razliku od p<0.001).

Provodljivost stoma (mmol m2s")
Genotip Kontrola Susa
Levovil 952,89+1,47 300,83+8,59***
LA0147 882,33+11,78 339,05+10,75%**
Plovdiv 453,22+18,88 235,2448,67***
LA1420 866,33+8,57 522,00+6,11%**
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5.1.2. Specifi¢na lisna povr§ina i sadrZaj suve materije u listovima

Specifi¢na lisna povrSina (SLA) je jedan od indirektnih pokazatelja koji ukazuje na
stepen stresa suse kome su biljke bile izloZene. Rezultati su pokazali da je umerena susa
izazvala statisticki znacajnu redukciju specificne lisne povrsine kod svih analiziranih
genotipova, pri ¢emu su utvrdene razlike u stepenu redukcije izmedu krupnih i Ceri
genotipova (Tab. 2). Redukcija specificne lisne povrsSine je bila izraZenija kod ceri
genotipova, a stepen redukcije je bio 36% kod Plovdiva (sa 264,14 na 168,43 cm?/g),
odnosno 33% kod LA1420 (sa 177,93 na 118,32 cm?/g). Kod genotipova sa krupnim
plodovima doslo je do manje redukcije, i to kod Levovila za 11% (sa 220,78 na 196,57
cm?/g) i kod LA0147 za 14% (sa 236,55 na 202,96 cm?/g).

lako je izlaganje biljaka umerenom stresu suse dovelo do znacajnog povecanja
sadrzaja suve materije u listovima kod svih ispitivanih genotipova (Tab.2), genotipske
razlike nisu bile toliko izrazene kao u slu¢aju SLA. Najveéi stepen povecanja suve
materije je uocen kod ceri genotipa LA1420 (od 12,08 do 14,72% - 22% povecanja).
Kod genotipova LA0147 i1 Plovdiv je uoceno prosecno povecanje od 19% (LA0147 - od
11,81 do 14,03% i Plovdiv - od 12,15 do 14,40% suve materije). Najmanji stepen
promene, ali ipak statisticki znac¢ajan od 15%, uocen je kod genotipa Levovil (od 12,66

do 14,53% suve materije).

Tabela 2. Uticaj suSe na specificnu lisnu povrsinu i sadrzaj suve materije u listovima
ispitivanih genotipova paradajza (***, ** * oznaCavaju statisticki znacajne razlike od

p<0.001, p<0.01 i p<0.05).

Specifi¢na lisna povr§ina - SLA | Sadrzaj suve materije u listovima

(cm?/g) (%)
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa
Levovil | 220,78+9,77 196,5745,4** 12,66+0,11 14,53+0,06**
LAO147 | 236,55+14,89 | 202,96+13,88** | 11,81+0,67 14,03+0,15*

Plovdiv | 264,14£16,44 | 168,43+7,79%** | 12,15+0,29 14,40+0,11%**
LA1420 | 177,93£6,95 | 118,32+7,65%** | 12,08+£0,17 | 14,720,13%%*
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5.1.3. Fluorescencija hlorofila

Parametri fluorescencije hlorofila Cesto se koriste u kvantifikaciji stepena stresa
suse i1 njegovog efekta na proces fotosinteze, a jedan od njih je i maksimalna
fotohemijska efikasnost fotosistema II (Fv/Fm). Stres suSe je izazvao redukciju
odnosa Fv/Fm kod svih ispitivanih genotipova, pri cemu je redukcija bila manje izrazena
kod ceri genotipova, koji su imali i viSe vrednosti ovog parametra u kontrolnim
uslovima (Graf. 1). Kod ovih genotipova je doslo do smanjenja Fv/Fm za oko 12%, i to
kod Plovdiva sa 0,81 na 0,72 i kod LA1420 sa 0,80 na 0,70. Za razliku od njih, kod
genotipova sa krupnim plodovima stepen redukcije je bio veci, i to kod Levovila za

25% (sa 0,77 na 0,58), a kod LA0147 za 19% (sa 0,78 na 0,63).

Lid
1]

0,4 1

0,0

Levovil LAO147  Plovdiv LA1420

Grafik 1. Uticaj suSe na maksimalnu fotohemijsku efikasnost fotosistema II (Fv/Fm)
u listovima ispitivanih genotipova paradajza (plavi barovi — kontrola, crveni barovi —

susa; **, * oznacCavaju statisticki znacCajne razlike od p<0.01 i p<0.05).

5.1.4. Biohemijski sastav listova

5.1.4.1. Rastvorljivi Seceri

Ispitivanja sadrzaja rastvorljivih SeCera (heksoza i saharoze) u listovima odabranih
genotipova su ukazala na karakteristicne genotipske razlike u pogledu akumulacije
pojedinih Secera u uslovima optimalnog navodnjavanja i u uslovima suSe. U oba

tretmana je kod Ceri genotipova utvrden veci sadrzaj glukoze i fruktoze u odnosu na
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genotipove sa krupnim plodovima. U uslovima umerenog stresa suse doslo je do
povecanja sadrzaja Secera, posebno glukoze (Tab. 3). Statisticki znacajno povecéanje
sadrzaja glukoze je primeceno kod svih genotipova, pri ¢emu je stepen povecanja bio
izrazeniji kod Ceri genotipova, i to kod genotipa Plovdiv povecanje od 67% (od 3,27 do
5,47 g/100 g suve mase), a kod genotipa LA1420 od 161% (od 2,36 do 6,16 g/100 g
suve mase), dok je kod genotipa Levovil zapazeno povecanje od 55% (od 1,65 do 2,56
g/100 g suve mase).

Sadrzaj fruktoze se povecao u listovima svih analiziranih genotipova, ali je
povecanje bilo statisticki znac¢ajno samo kod genotipa Levovil, 1 to za 23% (od 3,29 do
4,05 g/100 g suve mase). Ceri genotipovi su takode imali vi§i sadrzaj fruktoze u
listovima u kontrolnim uslovima u odnosu na genotipove sa krupnim plodovima za
prosecno 30%, odnosno 24% u uslovima stresa.

U kontrolnom tretmanu je sadrzaj saharoze bio genotipski specific¢an, pri ¢emu je
najveci sadrzaj izmeren u listovima Ceri genotipa LA1420 (0,84 g/100 g suve mase). U
uslovima stresa suse je doslo do povecanja sadrzaja saharoze kod svih genotipova, ali je
to povecanje jedino kod genotipa Plovdiv bilo statisticki znacajno (za 48%). Poredenja
rezultata za koncentraciju heksoza (glukoza + fruktoza) i rezultata za koncentraciju
saharoze su pokazala da su heksoze bili preovladuju¢i Seceri u listovima svih
genotipova, jer je njihova koncentracija bila znacajno veca (u proseku 9 do 10 puta) od

koncentracije saharoze u oba tretmana.

Tabela 3. Uticaj suse na sadrzaj Secera u listovima ispitivanih genotipova paradajza (*

oznacava statisticki znacajnu razliku od p<0.05).

Glukoza Fruktoza Saharoza
(g/100 g suve mase) (g/100 g suve mase) (g/100 g suve mase)
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa Kontrola Susa

Levovil 1,65+0,12 | 2,56+0,08* | 3,29+0,09 | 4,05+0,25* | 0,63 +0,01 0,68 £ 0,05
LA0147 1,04+0,04 | 1,15+0,02* | 3,27+0,13 3,44+ 0,15 0,42 +0,01 0,50+ 0,01
Plovdiv 3,27+0,37 | 5,47+0,03* | 4,49+0,16 | 4,68+ 0,07 0,58 + 0,05 0,86 +0,3*
LA1420 2,36+0,38 | 6,16+0,38* | 4,01+0,37 | 4,64 +0,21 0,84 £ 0,02 1,01 £0,05
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5.1.4.2. Organske kiseline

Ispitivanja sadrzaja organskih kiselina u listovima u uslovima kontrole su ukazala na
karakteristi¢ne genotipske razlike u pogledu akumulacije pojedinih kiselina. Tako je u
kontrolnim uslovima kod genotipova srodnih divljim rodacima paradajza (LA1420 i
LAO0147) utvrden veci sadrzaj limunske kiseline u odnosu na ostale genotipove, dok
takav trend nije uocen sa jabu¢nom kiselinom. Primena umerenog stresa suse je izazvala
povecanje sadrzaja organskih kiselina (limunske i jabuc¢ne kiseline) u listovima kod svih
genotipova paradajza (Tab. 4). Sadrzaj limunske kiseline je bio statisticki znacajno
povecan samo kod genotipova sa krupnim plodovima, i to kod Levovila za 90% (od
1,32 do 2,51 g/100 g suve mase), a kod LA0147 za 26% (od 2,50 do 3,15 g/100 g suve
mase). Sadrzaj jabucne kiseline je bio povecéan kod svih analiziranih genotipova u
uslovima stresa. Najveci procenat povecanja jabucCne kiseline utvrden je kod genotipa sa
krupnim plodovima, Levovila za 164% (od 1,16 do 3,07 g/100 g suve mase), a najmanji

kod ¢eri genotipa Plovdiv za 37% (od 1,71 do 2,34 g/100 g suve mase).

Tabela 4. Uticaj suSe na sadrzaj organskih kiselina u listovima ispitivanih genotipova

paradajza (***, * oznaCavaju statisticki znacajne razlike od p<0.001 i p<0.05).

Limunska kiselina Jabu¢na kiselina
(g/100 g suve mase) (g/100 g suve mase)
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa
Levovil 1,32+0,19 2,51 +£0,07* 1,16 £ 0,01 3,07 £ 0,07%**
LAO147 2,50+0,19 3,15+ 0,28*% 1,89 £ 0,02 3,40 £ 0,16%**
Plovdiv 1,45+£0,17 1,62 £ 0,09 1,71 £ 0,19 2,34 £0,12%**
LA1420 | 2,44 +0,09 2,86 £0,28 1,39+ 0,05 3,07 £ 0,45%**

5.1.4.3. Antioksidativni kapacitet i sadrZaj askorbinske kiseline

Kao jedna od najznacajnih komponenti antioksidativnog sistema biljaka je i askorbinska
kiselina ili vitamin C. Umereni stres suse je izazvao povecanje sadrzaja vitamina C kod
svih genotipova (Tab.5), ali je statisticki znacajno povecanje utvrdeno samo kod ceri
genotipova, i to kod Plovdiva za 11% (od 57,15 do 63,70 mg/100g sveze mase) i kod
LA1420 za 63% (od 52,54 do 85,89 mg/100g sveZe mase).
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Ukupni antioksidativni kapacitet listova u uslovima umerene suse je bio statisticki
znacajno povecan kod svih analiziranih genotipova (Tab. 5). Stepen promene je bio
izrazeniji kod ceri genotipova, koji su nakon izlaganja stresu suSe imali viSi
antioksidativni kapacitet od listova genotipova sa krupnim plodovima. Tako je kod
genotipa Plovdiv utvrdeno poveéanje od 66% (od 89,75 do 148,6 umol TEAC/100 g
sveze mase), a kod LA1420 za 63% (od 88,63 do 144,42 umol TEAC/100 g sveze
mase). Manji stepen povecanja uocen je kod genotipova Levovil, i to za 35% (od 77,22
do 103,99 umol TEAC/100 g sveze mase) i LA0147 za 25% (od 96,34 do 120,11 umol
TEAC/100 g sveze mase).

Tabela 5. Uticaj suSe na sadrzaj vitamina C i antioksidativni kapacitet u listovima
ispitivanih genotipova paradajza (***, * oznaCavaju statisticki znacajne razlike od

p<0.001 i p<0.05).

Antioksidativni kapacitet
(umol TEAC/100 g sveze
mase)
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa
Levovil | 50,41+1,45 53,8242,48 | 77,22+1,23 103,99+4,93*
LAO147 | 51,97+1,95 56,65+0,84 | 96,34+2,71 120,11+5,76*
Plovdiv | 57,15£2,19 | 63,70+1,43* | 89,7542,46 | 148,6+2,60%**
LA1420 | 52,5443,2 | 85,8942, 74***| 88,63+2,11 | 144,42+2 33%**

Vitamin C
(mg/100g sveze mase)

5.1.4.4. Abscisinska kiselina

Analiza sadrzaja abscisinske kiseline u listovima je pokazala da je stres suse indukovao
akumulaciju hormona stresa u listovima svih analiziranih genotipova (Graf. 2).
U kontrolnim uslovima je uocena genotipska specifi¢nost u sadrzaju ABA, pa su tako
genotipovi srodniji divljim rodacima paradajza (LA1420 i LA0147) imali ve¢i sadrzaj
ABA u odnosu na komercijalne sorte. Najveci stepen akumulacije ABA je uocen kod
genotipova sa krupnim plodovima, i to kod Levovil za 48% (od 404,81 do 600,23 ng/g
sveze mase) i LA0147 za 37% (od 703 do 964,75 ng/g sveze mase). Promena sadrzaja
ABA manje je izrazena u uslovima stresa u listovima Ceri genotipova, Plovdiv (od
420,62 do 469,98 ng/g sveze mase - 12%) 1 LA1420 (od 619,17 do 725,26 ng/g sveze

mase - 17%).
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Grafik 2. Uticaj suse na sadrzaj ABA u listovima ispitivanih genotipova paradajza
(plavi barovi — kontrola, crveni barovi — suSa; ** * oznaCavaju statisticki znaCajne

razlike od p<0.01 i p<0.05).

5.1.5. SveZa masa, sadrZaj suve materije i precnik plodova

Ispitivanja su, pored efekta umerene suse na listove genotipova MAGIC TOM
populacije, obuhvatila i efekte suSe na MAGIC TOM plodove, i to kako na njihove
morfoloske parametre, tako i na njihov sastav i kvalitet. Ovi rezultati su pokazali da su
se u optimalnim uslovima navodnjavanja ispoljile razlike u ispitivanim morfoloskim
parametrima izmedu genotipova paradajza (Tab. 6). Kao $to se i ocekivalo, Ceri plodovi
su u odnosu na krupne, bili manjeg precnika (prose¢no za 24%), manje sveze mase
(prosecno za 48%) i veceg procenta suve materije (prose¢no za 26%). Izlaganje biljaka
umerenom stresu suse je izazvalo redukciju sveze mase ploda i ovaj efekat je bio
izrazeniji kod cCeri genotipova (Plovdiv - redukcija od 45,20 g do 19,33 g i LA1420 -
redukcija od 64,04 g do 25,31 g). Kod genotipova sa krupnim plodovima stepen
redukcije sveZe mase ploda je bio manji, posebno kod Levovila (od 104,05 g do 88,29
g), dok je kod LA0147 bio vedi (od 107,84 g do 57,30 g). Susa je takode indukovala
povecéanje sadrzaja suve materije u plodovima kod svih analiziranih genotipova, bez
statisticki znacajnih razlika izmedu krupnih i Ceri plodova. lako je susa indukovala
smanjenje precnika plodova kod svih genotipova, ova redukcija je statisticki bila

znacajna samo kod Ceri genotipova - Plovdiva (za 25%) i LA1420 (za 28%).
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Tabela 6. Uticaj susSe na sveZzu masu plodova, sadrzaj suve materije i prec¢nik plodova
kod ispitivanih genotipova paradajza (***, ** oznaCavaju statisticki znaCajne razlike od

p<0.001 i p<0.01).

Sadrzaj suve materije u

plodovima (%) Pre¢nik ploda (mm)

Sveza masa ploda (g)

Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa Kontrola Susa
Levovil | 104,05+9,08 88,29+9,36 5,26+0,32 | 6,49+0,38*** | 65,57+4,33 57,05+2,28
LAO0147 | 107,84+12,71 | 57,30+£6,26%** | 5,9440,18 | 7,69+0,47*** | 60,79+3,16 | 52,37+3,03
Plovdiv | 45,20+1,95 | 19,3340,70%** | 7,52+0,13 | 9,59+0,14*** | 41,8740,76 | 31,41+0,54***
LA1420 | 64,04+7,11 | 25,31£5,14*%** | 6,61£0,10 | 8,83+0,44*** | 53 83+2,14 | 38,66+3,36%*

5.1.6. Biohemijski sastav plodova
5.1.6.1. Rastvorljivi Seceri

Profil rastvorljivih Secera u plodovima je, kao i u listovima, dobijen na osnovu merenja
koncentracije heksoza (glukoza i fruktoze) i saharoze (Graf. 3 i 4). Koli¢ina Secera, kao
i druge komponente kvaliteta plodova (sem antioksidativnog kapaciteta), predstavljeni
su u odnosu na svezu i suvu masu ploda da bi se razdvojili koncentracioni i metabolicki
efekti suSe na ispitivane osobine. Koncentracioni efekti nastaju zbog toga Sto se kao
rezultat smanjene kolic¢ine vode u ¢elijama koncentracija neke supstance povecava, dok
su metabolicki efekti rezultat dejstva dehidratacije na metaboli¢ke reakcije (prvenstveno
enzimsku aktivnost ili akumulaciju - skladiStenje metabolita). Prema Ripoll et al.
(2016a), povecanje koncentracije i u svezoj i u suvoj masi ukazuje na prisustvo i
metabolickog 1 koncentracionog efekta, dok znacajno povecanje u odnosu na svezu

masu ukazuje na isklju¢ivo koncentracioni efekat stresa suse.
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Grafik 3. Uticaj suSe na sadrzaj Secera glukoze (A), fruktoze (B) i saharoze (C) izrazen
na svezu masu plodova ispitivanih genotipova paradajza (plavi barovi — kontrola, crveni

barovi — susa; ***, ** oznacCavaju statisticki znacajne razlike od p<0.001 i p<0.01).

Sadrzaj glukoze izrazene na svezu masu ploda se povecao kod svih analiziranih
genotipova (Graf. 3A). Povecanje je bilo izraZenije kod ceri genotipova (Plovdiv - od
1,86 do 2,35 g/100 g sveze mase i LA1420 - od 1,51 do 1,91 g/100 g sveze mase) u
odnosu na genotipove sa krupnim plodovima (Levovil - od 1,28 do 1,62 g/100 g sveze
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mase i LA0147 - od 1,34 do 1,51 g/100 g sveze mase). Takode je doslo do povecanja
sadrzaja fruktoze na bazi sveze mase ploda (Graf. 3B), pri ¢emu su u oba primenjena
tretmana koncentracije fruktoze bile vise kod Ceri genotipova (Plovdiv - od 1,67 do 2
g/100 g sveze mase i LA1420 - od 1,40 do 1,70 g/100 g sveze mase) u odnosu na
genotipove sa krupnim plodovima (Levovil - od 1,23 do 1,45 g/100 g sveze mase i
LAO0147 - od 1,28 do 1,35 g/100 g sveze mase). Sadrzaj saharoze izrazen na svezu masu
(Graf. 3C) se povecao kod svih genotipova, pri cemu je povecanje najvise bilo izrazeno
kod krupnih plodova (Levovil - od 0,01 do 0,08 g/100 g sveze mase i LA0147 - od 0,02
do 0,12 g/100 g sveze mase).

Za razliku od sadrzaja glukoze izraZzenog na svezu masu ploda, rezultati izraZeni
na suvu masu su ukazali da se u susi, u odnosu na uslove optimalne vlaznosti, ispoljio
trend opadanja sadrzaja glukoze (Graf. 4A). Ova promena je statisticki bila znacajna
kod genotipa LA1420 (sa 22,93 na 21,62 g/100 g suve mase) i LA0147 (sa 23,53 na
19,65 g/100 g suve mase), dok je u plodovima genotipa Levovil doslo do blagog porasta
(od 24,28 do 24,98 g/100g suve mase). Sadrzaj fruktoze izraZzen na suvu masu je takode
opao u uslovima stresa suSe (Graf. 4B), i ta redukcija je bila najmanja u krupnim
plodovima genotipa Levovil (sa 23,53 na 22,32 g/100 g suve mase), a najveca u
plodovima genotipa LA0147 (sa 21,64 na 17,57 g/100 g suve mase). Koncentracija
saharoze je bila povecana u uslovima stresa suSe kod svih analiziranih genotipova (Graf.
4C) 1 ovaj trend je posebno bio izrazen kod genotipova sa krupnim plodovima - Levovil

(0od 0,23 do 1,19 g/100 g suve mase) i LA0147 (od 0,41 do 1,62 g/100 g suve mase).
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Grafik 4. Uticaj suSe na sadrzaj SeCera glukoze (A), fruktoze (B) i saharoze (C)
izrazenih na suvu masu ploda ispitivanih genotipova paradajza (plavi barovi — kontrola,

crveni barovi — susa).
Poredenjem dobijenih rezultata izrazenih na svezu i suvu masu plodova moze se utvrditi

da li je dobijena promena u sadrzaju Secera izazvana susom rezultat koncentracionog ili

metabolickog efekta (Tab. 7). Kada su rezultati predstavljeni na bazi sveze mase
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plodova primetan je bio porast sadrzaja glukoze u svim analiziranim genotipovima S$to
ukazuje da je do ove promene doslo usled koncentracionog efekta. Sadrzaj fruktoze je
takode rastao u uslovima suse, ali je efekat bio izrazeniji kod Ceri genotipova (Plovdiv -
povecanje od 21%; LA1420 - povecanje od 22%), nego kod krupnih plodova (Levovil -
17% 1 LA0147 - 5%). Tendencija povecanja sadrzaja saharoze u uslovima susSe na bazi
sveze i suve mase kod svih analiziranih genotipova (posebno kod genotipova Levovil -
528% 1 LAO147 - 419%) ukazuje da je suSa izazvala oba efekta, i koncentracioni i
metabolicki. Medutim, udeo saharoze u ukupnom sadrzaju Secera u ispitivanim
plodovima je veoma mali, tako da su ukupni Seceri u uslovima suSe prvenstveno
povecani na bazi sveze mase, dok su na bazi suve mase smanjeni. To ukazuje da je susa

indukovala, pre svega, koncentracioni efekat.

Tabela 7. Relativne razlike u sadrzaju Secera u uslovima suse izrazene na bazi sveze i
suve mase plodova predstavljene u procentima. StatistiCki znacajne razlike na nivou

p<0.05 su boldirane.

Relativne razlike na bazi sveze mase Relativne razlike na bazi suve mase

Levovil | LA0147 | Plovdiv | LA1420 | Levovil | LA0147 | Plovdiv [ LA1420

Glukoza | +26,9 +8,1 +26,6 +26 +2,9 -16,5 -0,7 -5,7

Fruktoza | +17,1 +5,2 +20,6 +21,6 -5,1 -18,8 -5,4 -9

Saharoza | +527,6 | +418,7 | +146,4 | +216,4 | +408,1 +298,7 +92,7 +137,1

Ukupni
+24,6 +10,4 +26,5 +25,9 +1,0 -18,4 -0,6 -5,3
Seceri

5.1.6.2. Organske kiseline

Od organskih kiselina u plodovima je, kao i u listovima, analizirana koncentracija
jabucne i limunske kiseline (Graf. 5 i 6). U plodovima je suSa indukovala statisticki
znacajno povecanje koli¢ine limunske kiseline na bazi sveze, kao i suve mase kod svih
genotipova (Graf. 5SA i 6A). Ovaj efekat bio je vise izraZzen kod krupnijih plodova,
Levovila (od 4,05 do 4,81 g/100 g suve mase) i LA0147 (od 5,01 do 6,14 g /100 g suve

72



mase), u odnosu na ¢eri plodove, Plovdiv (od 4,16 do 4,60 g suve mase) i LA1420 (od

7,35 do 8,35 g/100 g suve mase). Rezultati jabucne kiseline izraZeni na sveZzu masu

plodova (Graf. 5B) pokazuju da je taj trend prisutan kod oba Ceri genotipa, Plovdiva (od
0,14 do 0,21 g/100 g sveze mase) i LA1420 (od 0,04 do 0,06 g/100 g sveze mase), ali se

pojavljuje i kod genotipa sa krupnim plodovima LA0147 (od 0,14 do 0,23 g/100 g sveze

mase). SadrZaj jabucne kiseline izraZzen na suvu masu (Graf. 6B) je takode povecan u

uslovima stresa, ali je ta promena statisticki znacajna samo kod genotipa Plovdiv (18%,

odnosno od 1,86 do 2,20 g/100 g suve mase).

Jabucna kiselina (g/100 g sveZze mase) Limunska kiselina (g/100 g sveZe mase)
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Grafik 5. Uticaj suSe na sadrzaj limunske (A) i jabucne kiseline (B) izrazen na svezu
masu plodova ispitivanih genotipova paradajza (plavi barovi — kontrola, crveni barovi —

susa; *** ** oznacavaju statisticki znacajne razlike od p<0.001 i p<0.01).
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Grafik 6. Uticaj suse na sadrzaj sadrzaj limunske (A) i jabucne kiseline (B) izraZen na
suvu masu plodova ispitivanih genotipova paradajza (plavi barovi — kontrola, crveni

barovi — susa; ***, ** oznacavaju statisticki znacajne razlike od p<0.001 i p<0.01).

Rezultati analize efekata suse na sadrzaj organskih kiselina izrazenih na svezu i suvu
masu plodova su predstavljeni u Tab. 8. Znacajno veée koncentracije limunske kiseline
na bazi sveze mase su evidentirane kod svih analiziranih genotipova u uslovima suse, ali
je efekat vise izrazen kod krupnijih plodova. Ovi rezultati ukazuju na prisustvo i
koncentracionog i metabolickog efekta suse na akumulaciju limunske kiseline.
Koncentracija jabu¢ne kiseline izrazena na svezu masu ukazuje na povecanje kod
vecine genotipova, pri ¢emu je akumulacija posebno izraZena kod ceri genotipova (51%
povecanja kod Plovdiva i 47% povecéanja kod LA1420). Ukupan sadrzaj kiselina se
povecao u plodovima svih analiziranih genotipova u uslovima vodnog deficita,
prvenstveno usled pojacane akumulacije limunske kiseline i to usled i metabolickog i

koncentracionog efekta.
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Tabela 8. Relativne razlike u sadrzZaju organskih kiselina u uslovima suse na bazi sveze

i suve mase plodova izrazene u procentima. Statisticki znacajne razlike na nivou p<0.05

su boldirane.

Relativne razlike na bazi sveze mase

Relativne razlike na bazi suve mase

Levovil | LA0147 | Plovdiv | LA1420 | Levovil | LA0147 | Plovdiv | LA1420
Limunska
- +46,5 +58,9 +40,9 +47,7 +18,7 +22,6 +10,7 +10,5
kiselina
Jabu¢na
. +11,1 +42 +50,7 +47 -9.9 +9,7 +17,9 +10
kiselina
Ukupne
. +32,8 +53,4 +43,9 +47,7 +7,7 +18 +13 +11,6
kiseline

5.1.6.3. Karotenoidi

Koncentracija karotenoida (fitoena, likopena, B-karotena i luteina) je izrazena na bazi

sveze 1 suve mase plodova. Rezultati na bazi sveze mase su predstavljeni na Graf. 7, dok

su rezultati na bazi suve mase predstavljeni na Graf. 8.

Poredenje ukupnog sadrzaja karotenoida kod genotipova u optimalnim uslovima

je pokazalo da je ukupan sadrzaj karotenoida bio visi kod Ceri genotipova (Plovdiv -

88,43 mg/kg sveze mase 1 LA1420 - 80,72 mg/kg sveze mase) u odnosu na genotipove

sa krupnijim plodovima (Levovil - 65,13 mg/kg sveze mase i LA0147 - 48,92 mg/kg

sveze mase). Ove razlike su bile primetne i u uslovima vodnog deficita, gde je sadrzaj

karotenoida u odnosu na kontrolu povecan kod Ceri genotipova (posebno kod plodova

LA1420 - 51%), dok je kod genotipova sa krupnim plodovima doslo do smanjenja

sadrzaja za prosetno 6%. Kao S§to je ocekivano, najzastupljeniji karotenoidi u

plodovima su bili likopen 1 B-karoten.
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Grafik 7. Sadrzaj karotenoida (fitoena - A, B-karotena - B, luteina - C i likopena - D)
izrazen na svezu masu plodova ispitivanih genotipova paradajza (plavi barovi —
kontrola, crveni barovi — suSa; *** ** oznaCavaju statisticki znacajne razlike od

p<0.001 i p<0.01).

Razlike u sadrzaju karotenoida izrazenih na svezu masu kod krupnih i ¢eri plodova u
kontroli i1 uslovima stresa su bile uzrokovane prvenstveno visokim koncentracijama
fitoena (prekursora za sintezu drugih karotenoida) i likopena u Ceri plodovima (Graf. 7A
i D). U poredenju sa genotipovima sa krupnim plodovima, Ceri genotipovi su imali vise
koncentracije fitoena u kontrolnim uslovima (Plovdiv - 11,57 mg/kg, LA1420 - 8,36
mg/kg) i u uslovima stresa (Plovdiv - 14,94 mg/kg, LA1420 - 14,30 mg/kg) u odnosu na
genotipove sa krupnim plodovima. U uslovima vodnog deficita, najve¢e povecanje
koncentracije fitoena u poredenju sa kontrolom je detektovano kod ceri genotipa
LA1420, i to za 71%. Koncentracija likopena je bila genotipski specifi¢na i visa kod
ceri genotipova u kontrolnim uslovima (Plovdiv - 73,54 mg/kg, i LA1420 - 68,03 mg/kg
sveze mase), kao 1 u uslovima stresa (Plovdiv - 74,65 mg/kg i LA1420 - 101,95 mg/kg

sveze mase) u odnosu na genotipove sa krupnim plodovima. NajviSa koncentracija
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likopena u kontroli i uslovima vodnog deficita je bila prisutna kod genotipa LA1420
(Graf.7D). Kod plodova genotipa Levovil izloZenih stresu suSe doSlo je do opadanja
koncentracije likopena izrazenih na svezu masu u odnosu na kontrolu (od 55,81 do

52,19 mg/kg sveze mase).

200 25
180 OO‘A ~ C
) | 2
g 10 & =
5 140 ) -
5 120 a2 15
Z 100 o
- =
E 80 é’ 104
= ) 1 - —
§ 60 g
= 407 3 5
20 -
ol 1M | | 0
100 1400
- - B R
- 1200
2 801 2 -
) = 10001 - L
2 b
w 60 - 2 800
S & z
£ 4o % 6001
g E
2 400
f=]
e 2] 2
5 2 200
0 ] | 0 L] |
Levovil  LAO147 Plovdiv LA1420 Levovil  LA0147 Plovdiv  LA1420

Grafik 8. Sadrzaj karotenoida (fitoena - A, B-karotena - B, luteina - C i likopena - D)
izrazen na suvu masu plodova ispitivanih genotipova paradajza (plavi barovi — kontrola,
crveni barovi — suSa; *** ** oznaCavaju statisticki znacajne razlike od p<0.001 i

p<0.01).

Kada se rezultati iskazu na suvu masu (Graf. 8), koncentracija fitoena je takode niza kod
krupnih (Levovil — 70,28 mg/kg suve mase i LA0147 — 71,33 mg/kg suve mase) u
odnosu na ceri genotipove (Plovdiv — 153,82 mg/kg suve mase i LA1420 — 126,47
mg/kg suve mase). Statisticki znacajna promena koncentracije fitoena u uslovima suse u
odnosu na suvu masu je prisutna kod genotipova LA0147 (smanjenje na 60,92 mg/kg
suve mase) i LA1420 (povecanje na 161,97 mg/kg suve mase). Na bazi suve mase doslo

je 1 do statisticki znacajnog smanjenja koncentracije likopena u uslovima vodnog
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deficita kod svih ispitivanih genotipova (Plovdiv - sa 977,89 na 778,41 mg/kg,
LAO147 - sa 683,65 na 531,07 mg/kg, Levovil - sa 1061,08 na 804,18 mg/kg suve
mase) izuzev kod LA1420 (Graf. 8D). U uslovima stresa doslo je takode do smanjenja
koncentracije B-karotena izraZzene na suvu masu kod svih ispitivanih genotipova
(Plovdiv - sa 33,81 na 31,1 mg/kg, LA1420 - sa 54,32 na 50,1mg/kg, Levovil - sa 89,75
na 52,9 mg/kg, LA0147 - sa 49,16 na 42,5 mg/kg suve mase). Na bazi suve mase je
doslo do povecanja koncentracije luteina, najvise izrazeno kod Ceri genotipova, i to za
11% kod Plovdiva i 8,7% kod LA1420, §to je nize nego kada se rezultati izraze na svezu

masu.

Tabela 9. Relativne razlike u sadrzaju karotenoida (fitoena, likopena, B-karotena i
luteina) u uslovima suSe obracunate na bazi sveze i suve mase plodova. StatistiCki

znacajne razlike na nivou p<0.05 su boldirane.

Relativne razlike na bazi sveZe mase Relativne razlike na bazi suve mase

Levovil | LA0147 | Plovdiv [LA1420 | Levovil | LA0147 | Plovdiv | LA1420
Fitoen +19 +10.5 +29.1 +71.1 -3.6 -14.6 +1.3 +28.1
Likopen -6.5 +0.6 +1.5 +49.9 -24.2 -22.3 -204 +12.8

B-karoten -274 +12.2 +16.9 +20.7 -41.1 -13.5 -6.8 -7.8
Lutein +28.2 +40.7 +31.1 +48.4 +3.9 +8.7 +2.8 +11.1

Ukupni

Karotenoidi -6.1 +5.9 +5.8 +50.7 -23.9 -20.4 -17 +13.5

Povecanje koncentracije fitoena u uslovima suse kod Ceri genotipa LA1420, i to za 71%
na bazi sveze 1 28% na bazi suve mase ukazuje na aktivaciju metabolickog odgovora
(Tab. 9). Povecanje sadrzaja fitoena na bazi sveze mase je kod drugih genotipova bilo
pra¢eno malim smanjenjem na bazi suve mase Sto ukazuje na dejstvo koncentracionog
efekta. Najve¢i procenat smanjenja na bazi suve mase je bio prisutan kod genotipa
LAO0147 i iznosio je 15%.

Slican trend genotipske reakcije u uslovima vodnog deficita je bio prisutan i

kada se posmatra sadrzaj B-karotena izrazen na svezu masu (povecanje u plodovima
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LA1420 od 3,64 do 4,39 mg/kg). Istovremeno je koncentracija smanjena u plodovima
genotipa Levovil (od 4,72 do 3,43 mg/kg). U uslovima suSe je doSlo do opadanja
koncentracija B-karotena i likopena izraZzenih na suvu masu kod svih analiziranih
genotipova sem kod LA1420 (Graf. 8B i D). Analiza ovih rezultata ukazuje na to da je
redukcija  skladiStenja/metabolizma  ovih  karotenoida bila  kompenzovana
koncentracionim efektom. Povecana koncentracija likopena u plodovima LA1420 na
bazi suve mase (13%) 1 sveze mase (49%) ukazuje na udruzeno dejstvo koncentracionog

i metabolickog efekta.

5.1.6.4. Antioksidativni kapacitet i sadrZaj askorbinske kiseline

Biohemijska analiza plodova je, kao i u slucaju listova (Tab.5), obuhvatila i odredivanje
antioksidativnog kapaciteta plodova i sadrzaja vitamina C. Askorbinska kiselina
(vitamin C) je takode analizirana kao bitna komponenta antioksidativnog sistema.
Sadrzaj vitamina C izrazen na sveZu masu se nije statistiCki znacajno razlikovao u
kontrolnim uslovima izmedu genotipova (prosecno 22,79 mg/100 g sveze mase). Stres
suSe je izazvao povecanje koncentracije askorbinske kiseline na bazi sveze mase u svim
analiziranim plodovima (Graf. 9A). Procenat povecanja sadrzaja vitamina C u uslovima
stresa je bio visi kod cCeri genotipova, 1 to kod Plovdiva za 50% (od 20,78 do 31,26
mg/100 g sveze mase) i kod LA1420 za 43% (od 22,84 do 32,58 mg/100 g sveze mase)
u odnosu na krupne plodove (Levovila za 12% - od 24,88 do 27,91 mg/100 g sveze
mase; LA0147 za 24% - od 22,68 do 28,07 mg/100 g sveze mase).

Rezultati izrazeni na suvu masu plodova takode pokazuju trend povecanja
sadrzaja vitamina C kod vecine analiziranih genotipova (Graf. 9B), medutim, povecanje
nije statisticki znacajno. Kod genotipa LA0147 je doslo do statisticki znaCajnog
smanjenja sadrzaja vitamina C u uslovima stresa (sa 432,7 na 366,88 mg/100 g suve

mase).
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Grafik 9. Sadrzaj askorbinske kiseline u uslovima suse izrazen na svezu (A) i suvu (B)
masu plodova ispitivanih genotipova paradajza (plavi barovi — kontrola, crveni barovi —

susa; *** ** oznaCavaju statisticki znacajne razlike od p<0.001 i p<0.01).

Rezultati za plodove su pokazali da je stres suSe indukovao porast ukupnog
antioksidativnog kapaciteta u svim analiziranim genotipovima u poredenju sa kontrolom
(Graf.10), ali je ovaj efekat bio vise izraZzen kod Ceri plodova (Plovdiv - od 158,27 do
286,36 umol TEAC/100 g sveze mase; LA1420 - od 137 do 212,40 umol TEAC/100 g
sveze mase) nego kod genotipova sa krupnim plodovima (Levovil - od 141,15 do
186,63 umol TEAC/100 g sveze mase; LA0147 - od 161,32 do 254,68 umol TEAC/100

g sveze mase).
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Grafik 10. Antioksidativni kapacitet plodova ispitivanih genotipova paradajza (plavi
barovi — kontrola, crveni barovi — suSa; *** oznacavaju statisticki znacajnu razliku od

p<0.001).

Efekti suSe na sadrzaj antioksidanata su analizirani i sa aspekta mogucih
koncentracionih i metabolickih efekata. Veée povecanje ukupne koncentracije
askorbinske kiseline obracunate na svezu masu u odnosu na koncentraciju u suvoj masi,
ukazuje na koncentracioni efekat. Razlike u odgovoru na stres suse su bile viSe izrazene
kod ceri genotipova na bazi sveze mase, i to povecanje koncentracije askorbinske
kiseline od 50% za Plovdiv i 43% za LA1420 u poredenju sa genotipovima sa krupnim
plodovima (povecanje od 12% kod Levovila, odnosno 24% kod LAO0147). Kada su
rezultati izrazeni na suvu masu, utvrdena je statisticki znacajna promena samo za

genotip LA0147, 1 to smanjenje sadrzaja vitamina C za 14%.

5.1.6.5. Abscisinska kiselina (ABA)

Koncentracija stres hormona ABA je merena pored listova (Graf. 2) i u plodovima. Kod
plodova svih ispitivanih genotipova je doslo do povecanja sadrzaja ABA u uslovima
stresa, izrazenih i na svezu i suvu masu (Tab. 10). Veéi stepen promene u sadrzaju ABA
izrazene na svezu masu utvrden je kod genotipova sa Ceri plodovima, i to kod Plovdiva
za 65% (od 355,25 do 585,57 ng/g sveze mase) i kod LA1420 za 55% (od 450,28 do

696,09 ng/g sveze mase) u odnosu na genotipove sa krupnim plodovima (Levovil - od
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544,46 do 789,32 ng/g sveze mase, LA0147 - od 619,33 do 860,59 ng/g sveze mase).
Kada se rezultati izraze na suvu masu, procenat povec¢anja ABA u uslovima stresa kod
ceri genotipova (Plovdiv - 39% 1 LA1420 - 27%) je neSto ve¢i u odnosu na povecanje
prisutno kod genotipova sa krupnim plodovima. Povecanje koncentracije abscisinske
kiseline obracunate na svezu masu u odnosu na koncentraciju u suvoj masi kod
genotipova sa krupnim plodovima ukazuje na koncentracioni efekat, za razliku od ceri

genotipova gde je pored koncentracionog prisutan i metabolicki efekat.

Tabela 10. Uticaj suse na sadrzaj ABA u plodovima ispitivanih genotipova paradajza

(***, ** oznaCavaju statisticki znacajne razlike od p<0.001 i p<0.01).

ABA (ng/g sveze mase) ABA (ng/g suve mase)

Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa

Levovil | 544,46+67,18 | 789,32+32,16** | 4300,62+202,36 | 5432,33+220,57**
LA0147 | 619,33+56,59 | 860,59+63,73** | 5244,10+250,67 | 6133,93+204,87***
Plovdiv | 355,25426,68 | 585,57+28,95*** | 2923,91+110,94 | 4066,43+101,37***
LA1420 | 450,28+31,79 | 696,09+57,04*%* | 3727,45+197,36 | 4728,89+155,72%***
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5.2. Ogled umerene suse sa Ailsa Craig i flacca genotipovima

5.2.1. Provodljivost stoma i ukupni vodni potencijal listova

Rezultati merenja provodljivosti stoma u kontrolnim uslovima su pokazali da su kod
oba analizirana genotipa utvrdene priblizno slicne vrednosti, dok su u uslovima stresa
ispoljene karakteristi¢ne razlike (Tab. 11). Primena umerenog stresa suSe je izazvala
kod oba analizirana genotipa statisticki znacajno opadanje provodljivosti stoma.
Opadanje provodljivosti stoma je bilo uocljivije kod genotipa Ailsa Craig (divljeg tipa) i
to za 52% (sa 996,67 na 475,02 mmol m s!) u odnosu na mutanta flacca, kod koga je
doslo do redukcije provodljivosti za 33% (smanjenje sa 1008,33 na 673,33 mmol m™ s-
). Poredenjem vrednosti otvorenosti stoma u uslovima suSe uoceno je da je kod
genotipa flacca provodljivost bila visa za 42% u odnosu na divlji tip.

Pored promena provodljivosti stoma kao parametra vodnog rezima biljaka pracena
je promena ukupnog vodnog potencijala (Tab. 11). U wuslovima optimalnog
navodnjavanja nije bilo razlika u vodnom potencijalu ispitivanih genotipova i on se
odrzavao oko vrednosti -0,33 MPa. Kod oba analizirana genotipa u uslovima stresa
doslo je do opadanja vrednosti potencijala vode, i to kod genotipa flacca od -0,33 do -
1,05 MPa, a kod Ailsa Craig od -0,34 do -0,81 MPa. U uslovima suse kod mutanta
flacca utvrdena je veca promena potencijala vode (od 0,72 MPa) u odnosu na Ailsa

Craig, kod koje je ta promena bila niza i iznosila je 0,47 MPa.

Tabela 11. Uticaj suSe na provodljivost stoma i ukupni vodni potencijal listova kod
ispitivanih genotipova paradajza (*** oznaCavaju statisticki znacCajne razlike od

p<0.001).

Provodljivost stoma Ukupan vodni potencijal
(mmol m? s") (-MPa)
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa

Ailsa Craig | 996,67+9,88 475,02+15,22%** | -0,34+0,03 -0,81+0,07%**

flacca 1008,33+9,46 673,33+5,57*** -0,33+0,03 -1,05+0,1 [***
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5.2.2. Specifi¢na lisna povrSina i sadriaj suve materije lista

Specifi¢na lisna povrsina i procenat suve materije su parametri koji ukazuju na rastenje
listova i akumulaciju suve materije, ali mogu indirektno da ukazu i na stepen stresa suse
kome su bile izlozene biljke. Vrednosti specificne lisne povrsine u uslovima optimalnog
snabdevanja biljaka vodom su ukazale na karakteristicne genotipske razlike, pa je tako
kod divljeg tipa (Ailsa Craig) specifi¢na lisna povrSina bila znacajno veca u odnosu na
mutanta (Tab.12). U uslovima umerene suse doslo je do redukcije SLA 1 to kod Ailsa
Craig za 26% (sa 189,65 na 140,17 cm?/g), dok je kod mutanta flacca ta promena
iznosila 16% (sa 155,95 na 130,27 cm?/g). U uslovima umerenog stresa sadrZaj suve
materije u listovima je bio povecan u poredenju sa kontrolom kod oba analizirana
genotipa. Tako je kod divljeg tipa utvrdeno poveéanje od 22% (sa 10,25 na 12,46%), a
kod mutanta flacca sa 12,61 na 14,06%, (povecanje od 11%).

Tabela 12. Uticaj suSe na specificnu lisnu povrsinu i sadrzaj suve materije u listovima
kod ispitivanih genotipova paradajza (***, * oznaCavaju statisticki znacajne razlike od

p<0.001 i p<0.05).

Specifi¢na lisna povrsina - Sadrzaj suve materije u
SLA (cm?/g) listovima (%)
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa

Ailsa Craig | 189,65+6,52 | 140,17+£2,98* | 10,25+0,11 | 12,46+0,16***
flacca 155,95+8,02 | 130,27+7,23* | 12,61+0,17 | 14,06+0,50*

5.2.3. Sadrzaj hlorofila u listovima

Sadrzaj hlorofila u listovima je takode parametar koji moze da ukaZe na izloZenost
biljaka odredenom stepenu stresa suse. Ispitivanja sadrzaja hlorofila u razli¢itim fazama
razvi¢a ploda su ukazala da se sadrzaj hlorofila u listovima u kontrolnim uslovima
povecava kod oba genotipa, po¢ev od faze antezisa druge cvetne grane (Tab. 13).
Umerena susa dovodi do redukcije sadrzaja hlorofila u fazi zelenog ploda kod oba
genotipa, pri cemu je stepen redukcije veci kod flacca mutanta i iznosi 6% (od 43,98

pg/cm? do 41,27 pg/cm?), u odnosu na divlji tip kod koga je stepen redukcije manji i
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iznosi oko 4% (od 44,49 do 42,90 pg/cm?). U fazi zrelog ploda dolazi do daljeg,
statisticki znacajnog opadanja sadrZaja hlorofila, i to kod mutanta za 9% (od 50,01 do
45,48 pg/cm?), dok je kod divljeg tipa ta promena bila manje izraZena (od 48,93 do
46,21 pg/cm?) i iznosila je oko 6%.

Tabela 13. Uticaj suSe na sadrzaj hlorofila u listovima u fazi antezisa druge cvetne
grane, fazi zelenog i zrelog ploda kod genotipova Ailsa Craig i flacca (**, * oznaCavaju

statisticki znacajne razlike od p<0.01 i p<0.05).

Sadrzaj hlorofila
(ng/cm?)
7 Y
Genotipovi aza razvica Kontrola Susa
ploda
Ailsa Craig Antezis 40,03+0,94
Zeleni plod | 44,49+0,83 | 42,90+0,92%*
Zreo plod | 48,93+0,75 | 46,21+0,84%*
flacca Antezis 39,78+0,67
Zeleni plod | 43,98+0,74 | 41,27+0,63*
Zreo plod 50,01+0,61 | 45,48+0,79**

5.2.4. Vitamin C i ukupni antioksidativni kapacitet u listovima

Askorbinska kiselina (vitamin C) 1 antioksidativni kapacitet su komponente
antioksidativnog sistema koje imaju vaznu ulogu u odbrani biljaka od stresa suSe. U
kontrolnim uslovima nije bilo statisticki znac¢ajne razlike u antioksidativnom kapacitetu
listova izmedu genotipova, ali su bile izrazene razlike u sadrzaju vitamina C, pa je tako
divlji tip imao za 29% visSe vitamina C u listovima u odnosu na mutant flacca. Stres suSe
je izazvao povecanje sadrzaja vitamina C u listovima oba genotipa (Tab. 14). Promena
je bila izraZenija u listovima divljeg tipa gde je doslo do povecanja sadrzaja vitamina C
sa 66,36 na 77,90 mg/100 g sveze mase (17%), dok je kod genotipa flacca stepen
promene bio manji, ali takode statisticki znacajan (povecanje sadrzaja vitamina C sa
47,30 na 52,69 mg/100 g sveze mase — 11%). Umerena susa dovela je do statisticki

znacajnog povecanja ukupnog antioksidativnog kapaciteta kod oba genotipa (Tab. 14),
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pri ¢emu je povecanje bilo izraZenije kod divljeg tipa (od 85,45 do 114,37 pmol
TEAC/100 g sveze mase — 34%), u odnosu na flacca mutant gde je zabeleZeno

povecanje od 14% (sa 80,25 na 91,25 umol TEAC/100 g sveze mase).

Tabela 14. Uticaj suSe na sadrzaj vitamina C i antioksidativni kapacitet u listovima
ispitivanih genotipova paradajza (**, * oznacavaju statisticki znacajne razlike od

p<0.01 i p<0.05).

Vitamin C Antioksidativni kapacitet
(mg/100 g sveze mase) (umol TEAC/100 g sveze mase)
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa

Ailsa Craig | 66,36+2,37 | 77,90+0,93** 85,45+4,69 114,3746,93**
flacca 47,30+2,03 52,69+0,83* 80,25+6,20 91,25+7,76*

5.2.5. Sadriaj ABA u listovima i korenovima

Ispitivanje sadrzaja ABA u listovima i korenovima odabranih genotipova paradajza
ukazalo je na karakteristicne genotipske razlike (Graf. 11). Kao §to je i ocekivano,
mutant flacca je u kontrolnim uslovima imao za 52% manji sadrzaj ABA u listovima, i
za 25% manji sadrZaj u korenovima u odnosu na divlji tip. Izlaganje biljaka umerenom

stresu suse je izazvalo akumulaciju ABA u listovima i korenovima kod oba analizirana

genotipa.
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Grafik 11. Uticaj suSe na sadrzaj ABA u listovima (A) 1 korenovima (B) ispitivanih
genotipova paradajza (plavi barovi — kontrola, crveni barovi — susa; ***, ** oznacavaju

statisticki znacajne razlike od p<0.001 i p<<0.01).
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Umereni stres suSe je indukovao povecanje ABA u listovima kod oba genotipa (Graf.
11A), i to kod divljeg tipa za 115% (od 352,80 do 759,30 ng/g sveZe mase lista), a kod
genotipa flacca povecanje je iznosilo 79% (od 190,72 do 342,37 ng/g sveze mase lista).
Sadrzaj ABA u korenu je bio povecan u uslovima stresa (Graf. 11B), i to za 112% kod
divljeg tipa (od 82,02 do 173,87 ng/g sveze mase), odnosno za 51% kod genotipa
flacca (od 61,82 do 93,13 ng/g sveze mase).

5.2.6. SveZa masa, precnik ploda i procenat suve materije u plodovima

Ispitivanja kvantitativnih parametara plodova (mase i veli¢ine) su pokazala da su u
uslovima optimalnog snabdevanja vodom ispoljene karakteristicne razlike izmedu
genotipova, pa su tako plodovi divljeg tipa (Ailsa Craig) bili krupniji i tezi u odnosu na
plodove mutanta flacca. Stres suse je negativno uticao na svezu masu ploda kod oba
ispitivana genotipa (Tab. 15). Vodni deficit je posebno redukovao svezu masu plodova
mutanta flacca (sa 15,89 na 10,72 g — smanjenje od 32%), dok je kod divljeg tipa
redukcija bila manje izraZena (sa 38,10 na 32,60 g — smanjenje od 14%). Paralelno sa
smanjenjem sveze mase ploda procenat suve materije u plodovima je bio poveéan kod
oba analizirana genotipa, pri ¢emu je procenat promene bio veci kod divljeg tipa i
iznosio je 53% (sa 8,07 na 12,35%) nego kod mutanta flacca kod koga je ta promena
bila 36% (sa 9,88 na 13,45%). Susa je uticala i na smanjenje prec¢nika ploda u uslovima
stresa (Tab. 15), koje je kod divljeg tipa iznosilo 12% (sa 37,50 na 33,00 mm), a kod
mutanta flacca 17% (sa 28,50 na 23,50 mm).

Tabela 15. Uticaj suSe na svezu masu plodova, sadrzaj suve materije i precnik plodova
kod ispitivanih genotipova paradajza (***, ** * oznaCavaju statisticki znacajne razlike

od p<0.001, p<0.01 i p<0.05).

Sadrzaj suve materije u

plodovima (%) Preénik ploda (mm)

Sveza masa ploda (g)

Genotip | Kontrola Susa Kontrola Susa Kontrola Susa

Ailsa
Crai 38,10+0,83 | 32,60+0,03* | 8,07+£0,32 | 12,35+0,55** 37,50+1,00 33,00+0,80*
raig

flacca | 15,89+0,52 | 10,72+0,76*** | 9,88+0,63 | 13,45+0,74*** | 28,50+0,80 | 23,50+1,00%**
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5.2.7. Biohemijski sastav plodova
5.2.7.1. SadrZaj rastvorljivih materija i organskih kiselina u plodovima

Ugljeni hidrati i organske kiseline su znac¢ajne komponente kvaliteta plodova. Ukupan
sadrzaj rastvorljivih materija koji je predstavljen kao °Brix koriS¢en je kao pokazatel;
koncentracije ukupnih (rastvorljivih) Secera u plodovima paradajza (Magwaza i Opara,
2015). Umereni stres suSe je indukovao povecanje sadrzaja ukupnih Secera kod oba

analizirana genotipa (Tab. 16).

Tabela 16. Uticaj suSe na sadrzaj ukupnih Secera (°Brix) izrazen na svezu i suvu masu u
plodovima ispitivanih genotipova paradajza (*** oznaCavaju statisticki znaCajne razlike

od p<0.001).

Sadrzaj ukupnih Secera (°Brix) Sadrzaj ukupnih Se¢era (°Brix)
iZzrazen na svezu masu izrazen na suvu masu
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa
Ailsa Craig 8,69+0,11 11,02+0,41%** | 107,83+1,38 | 89,2243, 33%**
flacca 7,90+0,07 8,67+0,20%*** 79,96+0,76 64,49+1,46***

Rezultati sadrzaja Secera izrazeni na sveZzu masu ploda pokazuju da je u uslovima suse
kod plodova divljeg tipa doslo do povecanja sadrzaja za 27% (od 8,69 do 11,02 °Brix),
dok je povec¢anje kod plodova mutanta flacca bilo znac¢ajno manje i iznosilo je 10% (od
7,90 do 8,67 °Brix). Rezultati sadrzaja ukupnih Secera (°Brix) izrazeni na suvu masu
(Tab. 16) su pokazali da je °Brix bio snizen kod divljeg tipa za 17% (od 107,83 do
89,22 °Brix), odnosno za 19% kod mutanta (od 79,96 do 64,49 °Brix).

U kontrolnim uslovima utvrdene su i genotipske razlike u sadrzaju ukupnih
organskih kiselina koje su predstavljene kao procenat limunske kiseline koja je
najzastupljenija u zrelom plodu paradajza. Tako su plodovi genotipa flacca imali za
36% vise kiselina od plodova divljeg tipa (Tab. 17). Sadrzaj organskih kiselina je bio
povecan usled primene umerenog stresa kod oba genotipa, pri cemu je kod divljeg tipa
utvrdeno povecanje od 50% (sa 0,14 na 0,21% ekvivalenta limunske kiseline), a kod
mutanta flacca 47% (sa 0,19 na 0,28% ekvivalenta limunske kiseline na svezu masu).

Kada je rec o sadrzaju organskih kiselina izrazenih na suvu masu, doslo je do povecanja
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kod genotipa flacca za 8% (od 1,92 do 2,08% ekvivalenta limunske kiseline), dok kod

divljeg tipa nije primecena statisticki znacajna promena (Tab. 17).

Tabela 17. Uticaj suse na sadrzaj organskih kiselina izraZen na svezu i suvu masu u
plodovima ispitivanih genotipova paradajza (***, * oznaCavaju statisticki znacajne

razlike od p<0.001 i p<0.05).

Organske kiseline Organske kiseline
(% ekvivalenta limunske (% ekvivalenta limunske
kiseline na svezu masu) kiseline na suvu masu)
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa
Ailsa Craig 0,14+0,004 0,21£0,005%** | 1,734+0,05 1,70+0,04
flacca 0,19+0,004 0,28+0,008*** | 1,92+0,04 2,08+0,06*

5.2.7.2. SadrZaj likopena, vitamina C i antioksidativni kapacitet plodova

Sadrzaj likopena kao kvalitativne komponente plodova paradajza se razlikovao kod
genotipova u uslovima optimalnog navodnjavanja, pa se tako plodovi genotipa flacca
odlikuju viS§im sadrZajem likopena za 27% u odnosu na divlji tip (Tab. 18). U uslovima
umerenog stresa suse doSlo je do povecanja sadrzaja likopena kod divljeg tipa za 23%
(od 40,52 do 49,99 mg/kg sveze mase), za razliku od mutanta flacca kod koga je doslo
do redukcije za 18% (od 51,47 do 41,99 mg/kg sveze mase). Ukoliko se podaci izraze
na suvu masu, rezultati pokazuju da je u uslovima umerenog stresa susSe doslo do
redukcije sadrzaja likopena. Kod divljeg tipa je doslo do smanjenja od 19% (od 502,79
do 404,77 mg/kg suve mase), a kod mutanta je stepen redukcije bio znatno veci i

iznosio je 40% (od 520,97 do 312,18 mg/kg suve mase).

Tabela 18. Uticaj suSe na sadrzaj likopena u plodovima ispitivanih genotipova

paradajza (***, ** oznacavaju statisticki znacajne razlike od p<0.001 i p<0.01).

Likopen (mg/kg sveze mase) Likopen (mg/kg suve mase)

Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa
Ailsa Craig | 40,52+1,49 | 49,99+1,17*** | 502,79+18,48 | 404,7749,47**
flacca 51,47£1,94 | 41,99+0,79*** | 520,97+19,62 | 312,18+5,88**
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Ispitivanja komponenti antioksidativnog sistema kao $to je vitamin C su pokazala da su
se ispitivani genotipovi neznatno razlikovali u kontrolnim uslovima, po vrednostima
ovog pokazatelja u plodovima. U uslovima kontrole sadrzaj vitamina C kod divljeg tipa
(Ailsa Craig) je iznosio 22,85 mg/100 g sveze mase, a kod flacca mutanta 20,10
mg/100 g sveze mase (Tab. 19). Stres susSe je izazvao povecanu akumulaciju vitamina C
kod oba genotipa, i to kod divljeg tipa sa 22,85 na 41,98 mg/100 g sveze mase (za
84%), a kod mutanta flacca sa 20,01 na 30,98 mg/100 g sveze mase (55%). Kada se
rezultati izraze na suvu masu procenat povecanja vitamina C za Ailsa Craig je 20% (od
283,14 do 339,94 mg/100 g sveze mase), dok je procenat kod mutanta flacca iznosio
13% (od 203,45 do 230,33 mg/100 g sveze mase).

Tabela 19. Uticaj suSe na sadrzaj vitamina C u plodovima ispitivanih genotipova

paradajza (***, ** oznacavaju statisticki znacajne razlike od p<0.001 i p<0.01).

Vitamin C Vitamin C
(mg/100 g sveze mase) (mg/100 g suve mase)
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa

Ailsa Craig | 22,85+1,01 | 41,98+1,31*** | 283,14+12,50 | 339,94+10,58***
flacca 20,10+1,27 | 30,98+1,3** 203,45+12,85 230,33+9,67**

Antioksidativni kapacitet plodova bio je nizi u kontrolnim uslovima kod flacca mutanta,
u odnosu na divlji tip Ailsa Craig za 21% (Tab. 20). U uslovima stresa doslo je do
povecanja koje je kod divljeg tipa iznosilo 52% (od 155,98 do 236,43 umol TEAC/100
g sveze mase), a kod genotipa flacca 42% (od 122,67 do 173,99 pumol TEAC/100 g

svezZe mase).

Tabela 20. Uticaj suSe na antioksidativni kapacitet plodova ispitivanih genotipova

paradajza (***, ** oznacavaju statisticki znacajne razlike od p<0.001 i p<0.01).

Antioksidativni kapacitet
(umol TEAC/100 g sveze mase)

Genotip Kontrola Susa
Ailsa Craig 155,9848.31 | 236,43+13,28***
flacca 122,67+10,20 | 173,99+15,47**
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5.2.7.3. SadrZaj ABA u perikarpu plodovima

Izlaganje biljaka umerenom stresu suse je izazvalo akumulaciju ABA u perikarpu
plodova oba analizirana genotipa (Graf. 12). U plodu je pod uticajem umerenog stresa
suSe doslo do povecanja sadrzaja ABA kod divljeg tipa za 49% (od 327,03 do 486 ng/g

sveze mase ploda), dok je kod mutanta flacca povecanje iznosilo 38% (od 145,04 do

200,57 ng/g sveze mase ploda).
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Grafik 12. Uticaj suSe na sadrzaj ABA u perikarpu plodova ispitivanih genotipova

paradajza (plavi barovi — kontrola, crveni barovi — suSa; *** oznacavaju statisticki

znacajne razlike od p<0.001).

5.2.7.4. Relativne razlike u biohemijskim parametrima plodova izmedu kontrole i

tretmana

Analiza relativnih razlika analiziranih biohemijskih parametara izrazenih na svezu i
suvu masu imala je za cilj da ukaze da li je do promene u uslovima stresa doslo kao
rezultat koncentracionog efekta, nastalog usled dehidratacije ili je u pitanju metabolicka
akumulacija jedinjenja (Tab. 21). U uslovima umerenog stresa suse povecan sadrzaj
ukupnih Secera (°Brix) rezultat je uglavnom koncentracionog efekta kod oba genotipa,
pri ¢emu kod mutanta flacca to ne iskljucuje mogucnost da je doslo i do promena u
metabolizmu. [zraZzenije promene sadrzaja organskih kiselina kod oba genotipa na bazi

sveze mase pokazuju da je njihov povecan sadrzaj u uslovima umerene suSe nastao
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usled dehidratacije, kao rezultat koncentracionog efekta. Kada je re¢ o likopenu,
povecan sadrzaj ovog karotenoida kod Ailsa Craig je rezultat koncentracionog efekta
(+23,4), dok smanjen sadrzaj likopena kod flacca mutanta u uslovima suSe izrazen na
svezu (-18,4) 1 suvu masu (-40,1) ukazuje na vise izraZzen metabolicki efekat. Povecanje
sadrzaja vitamina C u plodovima oba ispitivana genotipa na bazi sveze i suve mase
ukazuje na oba efekta, koncentracioni i metabolicki efekat, pri cemu je koncentracioni

efekat izrazeniji (+83,7 za Ailsa Craig 1 +54,1% za flacca mutant).

Tabela 21. Relativne razlike izmedu kontrole i tretmana u biohemijskim parametrima
plodova u uslovima susSe (Relativne razlike = ((Srednja vrednost u su$i - Srednja
vrednost u kontroli)/Srednja vrednost u kontroli)*100)). Boldovane vrednosti

oznacavaju statisticki znacajnu promenu u odnosu na kontrolu.

Relativne razlike Relativne razlike
na bazi sveze na bazi suve
mase mase
Ailsa Ailsa
Craig | flacca | Craig flacca

Ukupni Seceri

+2 + -1 -1
(°Brix) 6,8 9,7 7,3 9,3
Organske +50 | +474 | 059 | +83
kiseline
Likopen +23.4 -18.,4 -19.,5 -40,1

Vitamin C | +83,7 | +54,1 | +20,1 | +13,2
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5.3. Ogled jake suSe sa Ailsa Craig i flacca genotipovima

5.3.1. Provodljivost stoma i ukupni vodni potencijal listova

Provodljivost stoma i ukupan vodni potencijal listova su znacajni pokazatelji vodnog
rezima biljaka. U naSem ogledu nisu primefene znacajne statisticke razlike u
provodljivosti stoma i ukupnom vodnom potencijalu listova u kontrolnim uslovima
izmedu genotipova, dok su u uslovima stresa uocene genotipske razlike u reakcijama
biljaka (Tab. 22). Jak stres suSe je izazvao opadanje provodljivosti stoma kod oba
genotipa, a veci stepen promene od 83% je uocen kod divljeg tipa (sa 961,25 na 160,37
mmol m? s!) nego kod mutanta flacca, kod koga je stepen redukcije iznosio 62% (sa
1038,75 na 396,87 mmol m? s!).

U uslovima optimalnog navodnjavanja nisu primecene razlike u vrednostima
ukupnog vodnog potencijala izmedu divljeg tipa i mutanta flacca (Tab. 22). Prosecna
vrednost ukupnog vodnog potencijala je iznosila -0,32 MPa u kontrolnim uslovima. Jak
stres suse je kod oba genotipa izazvao smanjenje potencijala u listovima, pri cemu je ta
promena bila izrazenija kod mutanta flacca (sa -0,33 na -1,55 MPa) u odnosu na divlji
tip (sa -0,31 na -1,22 MPa). Kod mutanta flacca je promena potencijala pod dejstvom
stresa suSe iznosila 1,22 MPa, dok je kod divljeg tipa zabelezena manja promena, od

0,91 MPa.

Tabela 22. Uticaj suse na provodljivost stoma i ukupni vodni potencijal listova kod
ispitivanih genotipova paradajza (*** oznaCavaju statisticki znacCajne razlike od

p<0.001).

Provodljivost stoma Ukupan vodni potencijal
(mmol m? s") (-MPa)
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa

Ailsa Craig | 961,25+7,66 160,37£2,05%** -0,31+0,01 -1,22+0,04%**

flacca 1038,75+7,66 | 396,87+7,84%*** -0,33+0,01 -1,55+0,06%**
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5.3.2. Specifi¢na lisna povr§ina i sadrZaj suve materije u listovima

Ispitivanje specificne lisne povrSine je ukazalo na genotipske razlike u vrednostima
ovog parametra u kontrolnim uslovima, kao i pod dejstvom jake suse (Tab. 23). Mutant
flacca je u kontrolnim uslovima imao nizu specifi¢nu povrsinu za 32% u odnosu na
divlji tip. Jak stepen stresa je izazvao redukciju specificne lisne povrSine kod oba
ispitivana genotipa. Kod mutanta flacca stepen redukcije je iznosio 27% (sa 108,54 na
78,84 cm?/g), dok je kod divljeg tipa zabeleZen manji stepen promene od 15% (sa
158,83 na 135,58 ¢cm?/g). U uslovima stresa specifi¢na lisna povrsina je bila niza kod
mutanta flacca za 42% u odnosu na divlji tip.

Pored specifi¢ne lisne povrSine, pracene su u ogledu i promene u sadrzaju suve
materije u listovima (Tab. 23). U uslovima optimalne snabdevenosti vodom nisu
zabelezene genotipske razlike u pogledu sadrzaja suve materije u listovima, ali su se
razlike ispoljile u reakcijama genotipova na jaku suSu. Jak stres suSe je izazvao
povecanje sadrzaja suve materije u listovima kod genotipa flacca za 49% (sa 10,39 na
15,53%), dok je kod Ailsa Craig stepen promene iznosio 36% (sa 9,93 na 13,51%). U
uslovima stresa listovi mutanta flacca su imali za 15% viSi sadrzaj suve materije u

odnosu na divlji tip.

Tabela 23. Uticaj suSe na specifi¢nu lisnu povrsinu i sadrzaj suve materije u listovima
kod ispitivanih genotipova paradajza (*** oznaCavaju statisticki znacajne razlike od

p<0.001).

Specifi¢na lisna povrsina - SLA Sadrzaj suve materije u
(cm?/g) listovima (%)
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa

Ailsa Craig | 158,8349,66 | 135,58+10,12%** | 9,93+0,17 13,51+0,33%**
flacca 108,54+3,71 | 78,84+2,76*** | 10,39+0,19 | 15,53+£0,30%***

94



5.3.3. Sadrzaj hlorofila u listovima

Analiza sadrZaja hlorofila u listovima u razli¢itim fazama razvica ploda je pokazala da
je u fazi antezisa kolic¢ina hlorofila po jedinici povrsine bila priblizno jednaka kod oba
ispitivana genotipa i iznosila je prosecno 32,88 pg/cm?. Sa napredovanjem razvica
ploda, u kontrolnim uslovima je do§lo do akumulacije hlorofila u listovima, sa tim §to je
stepen akumulacije bio izrazeniji kod genotipa flacca (Tab. 24). Tako je u kontrolnim
uslovima u tzv. turning fazi sazrevanja ploda kod genotipa flacca akumulirano 23%
viSe hlorofila u listovima nego kod divljeg tipa. Pod uticajem stresa suse, doslo je do
opadanja sadrzaja hloforila kod oba ispitivana genotipa. U fazi zelenog ploda, sadrzaj
hlorofila je bio redukovan kod genotipa Ailsa Craig za 6% (sa 36,15 na 33,90 pug/cm?), a
kod genotipa flacca za 15% (sa 41,23 na 35,14 pg/cm?). Sa daljim sazrevanjem ploda
(u tzv. turning fazi) stepen redukcije sadrzaja hlorofila je bio jos izraZeniji i kod divljeg
tipa je iznosio 12% (sa 39,70 na 34,88 ug/cm?), a kod mutanta flacca 19% (sa 48,88 na
39,49 pg/cm?).

Tabela 24. Uticaj suSe na sadrzaj hlorofila u listovima u fazi antezisa druge cvetne
grane, fazi zelenog ploda i tzv. turning fazi kod genotipova Ailsa Craig i flacca

(F**,** * oznaCavaju statisticki znacajne razlike od p<0.001, p<0.01 i p<0.05).

Sadrzaj hlorofila

(ng/cm?)
F y
Genotipovi aza razvica Kontrola Susa
ploda
Ailsa Craig Antezis 32,58+0,87

Zeleni plod 36,15+0,92 33,90+0,81%*
Turning faza 39,70+0,84 34,88+0,71*
flacca Antezis 33,18+0,70
Zeleni plod 41,23+0,93 | 35,14+0,87**
Turning faza 48,88+0,63 | 39,49+0,95%**
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5.3.4. Vitamin C i ukupni antioksidativni kapacitet u listovima

Ispitivanja sadrzaja vitamina C u listovima su pokazala da postoje razlike izmedu
genotipova u pogledu sadrzaja ove bitne komponente antioksidativne odbrane u
listovima (Tab. 25). U uslovima optimalnog navodnjavanja koli¢ina vitamina C je bila
za 21% visa u listovima divljeg tipa nego u listovima mutanta flacca. Genotipske razlike
su se ispoljile i u uslovima suse. Pod dejstvom jakog stresa suse doslo je do povecane
akumulacije vitamina C u listovima divljeg tipa za 21% (sa 70,53 na 85,47 mg/100 g
sveze mase), dok je kod genotipa flacca detektovano povecanje od 9% (sa 55,39 na
60,61 mg/100 g sveze mase). U uslovima stresa koncentracija vitamina C je bila viSa za
29% u listovima Ailsa Craig u odnosu na mutant flacca.

Pored vitamina C, meren je i ukupan antioksidativni kapacitet u listovima (Tab.
25). Za razliku od sadrzaja vitamina C, u kontrolnim uslovima nisu uocene genotipske
razlike u antioksidativnom kapacitetu. Primena jake suSe je izazvala povecanje ovog
parametra. Antioksidativni kapacitet je bio povecan u listovima Ailsa Craig pod
dejstvom jake suSe za 51% (sa 79,66 na 120,45 pumol TEAC/100 g sveze mase), a kod
mutanta flacca je stepen povecanja iznosio 30% (sa 81,96 na 106,70 umol TEAC/100 g
sveze mase). Primena jake suSe je rezultovala viSim antioksidativnim kapacitetom

listova divljeg tipa za 11% u odnosu na listove flacca.

Tabela 25. Uticaj suSe na sadrzaj vitamina C i antioksidativni kapacitet u listovima
ispitivanih genotipova paradajza (*** oznaCavaju statisticki znacajne razlike od

p<0.001).

Vitamin C Antioksidativni kapacitet
(mg/100 g sveze mase) (umol TEAC/100 g sveZe mase)
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa
Ailsa Craig | 70,53+2,35 | 85,47+2,30%** 79,66+1,93 120,45£1,60%%*
flacca 55,39£1,35 | 60,61+1,57 81,96+1,56 106,7042,11***
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5.3.5. Sadriaj ABA u listovima i korenovima

Ispitivanja koncentracije ABA u listovima i korenovima su pokazala da postoje
karakteristiéne genotipske razlike u sadrzaju abscisinske kiseline (Graf. 13). ABA-
deficitaran mutant flacca je imao u kontrolnim uslovima za 37% manji sadrzaj ABA
u listovima i 34% manje ABA u korenovima u poredenju sa genotipom Ailsa Craig.
Jak stres suse je izazvao povecanje sadrzaja ABA u listovima divljeg tipa za 242% (sa
387,93 na 1326,99 ng/g sveze mase), a u listovima mutanta flacca je stepen povecanja
iznosio 123% (sa 243,36 na 541,70 ng/g sveZe mase). U korenovima je usled dejstva
jakog stepena stresa doSlo do porasta sadrzaja ABA kod Ailsa Craig za 164% (sa 94,3
na 248,96 ng/g sveze mase), dok je kod mutanta flacca koncentracija ABA povecana za

89% (sa 64,91 na 122,72 ng/g sveze mase).
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Grafik 13. Uticaj suSe na sadrzaj ABA u listovima (A) i korenovima (B) ispitivanih
genotipova paradajza (plavi barovi — kontrola, crveni barovi — susa; *** oznacavaju

statisticki znacajne razlike od p<0.001).

5.3.6. SveZa masa, precnik ploda i procenat suve materije u plodovima

Ispitivani genotipovi su se razlikovali u pogledu veli¢ine (precnika) plodova, sveze
mase 1 sadrzaja suve materije u plodovima, kako u kontrolnim uslovima, tako i u
uslovima stresa suSe (Tab. 26). Plodovi divljeg tipa Ailsa Craig su u uslovima optimalne
snabdevenosti vodom imali za 44% vecu svezu masu ploda i za 23% veci pre¢nik

plodova u odnosu na flacca mutant. Sveza masa ploda je kod genotipa Ailsa Craig
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redukovana pod dejstvom jake suse za 50% (sa 22,47 na 11,22 g), dok je kod genotipa
flacca zabelezen stepen redukcije od 40% (sa 12,62 na 7,62 g). Jak stres suSe je izazvao
porast sadrzaja suve materije u plodovima Ailsa Craig za 55% (sa 8,37 na 12,99%),
odnosno 45% kod mutanta flacca (sa 9,12 na 13,20%). Pre¢nik ploda je u uslovima
stresa suSe bio redukovan za 35% kod divljeg tipa (sa 31,70 na 20,70 mm), a kod

mutanta flacca je stepen redukcije iznosio 14% (sa 24,40 na 21,00 mm).

Tabela 26. Uticaj suse na svezu masu plodova, sadrzaj suve materije i precnik plodova
kod ispitivanih genotipova paradajza (***, * oznaCavaju statisticki znacajne razlike od

p<0.001 i p<0.05).

Sadrzaj suve materije u

Sveza masa ploda (g) Precnik ploda (mm)

plodovima (%)
Genotip | Kontrola Susa Kontrola Susa Kontrola Susa
Ailsa
Crai 22,4740,36 | 11,22+0,23*** | 837+0,14 | 12,99+0,31*** | 31,70+0,31 | 20,7040,60%**
raig

flacca | 12,62+0,35 | 7,62+0,39*** | 9,12+0,17 | 13,20+0,20*** | 24,40+0,33 21,00+0,62*

5.3.7. Biohemijski sastav plodova
5.3.7.1. SadrZaj rastvorljivih materija i organskih kiselina u plodovima

U ogledu suSe jakog intenziteta nije doSlo do faze potpunog sazrevanja plodova zbog
pojave venjenja biljaka, pa su stoga parametri kvaliteta plodova odredivani kada je plod
bio u tzv. turning fazi. Ispitivanja sadrzaja rastvorljivih materija koja se odnose na
ukupan sadrzaj Secera predstavljenih u obliku °Brix vrednosti nisu pokazala da postoje
znacajne genotipske razlike u kontrolnim uslovima (Tab. 27). Jak stres suSe je uticao na
povecanje ukupnog sadrzaja Secera izrazenih na svezu masu kod oba ispitivana
genotipa. Kod divljeg tipa je uticaj suSe bio izraZeniji, pa je ukupan sadrzaj Secera
povecan za 41% u odnosu na kontrolu (sa 6,50 na 9,15 °Brix), dok je kod mutanta
flacca stepen povecanja iznosio 25% (sa 5,75 na 7,20 °Brix). Ukupan sadrzaj Secera kod
mutanta flacca je u uslovima suse bio za 21% nizi nego u plodovima divljeg tipa.

Medutim, kada su rezultati izrazeni na suvu masu, jaka suSa je uticala negativno na
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ukupan sadrzaj Secera. Kod divljeg tipa doslo je do redukcije za 9% (sa 77,66 na 70,44
°Brix), a kod mutanta flacca za 13% (sa 63,05 na 54,55 °Brix).

Tabela 27. Uticaj suSe na sadrzaj ukupnih Secera (°Brix) u plodovima ispitivanih
genotipova paradajza izraZen na svezZu i suvu masu (***, ** * oznaCavaju statisticki

znacajne razlike od p<0.001, p<0.01 i p<0.05).

Sadrzaj ukupnih Secera (°Brix) Sadrza) gl];uri?)l h Secera
izraZzen na svezu masu raZen na SUvU masu
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa
Ailsa Craig 6,50+0,14 9,15+0,22%** 77,66+0,87 70,44+1,25%*
flacca 5,75+0,15 7,20+£0,21** 63,05+0,88 54,55+0,79%*

Tabela 28. Uticaj suse na sadrzaj organskih kiselina izraZen na svezu i suvu masu u
plodovima ispitivanih genotipova paradajza (***, * oznaCavaju statisticki znacajne

razlike od p<0.001 i p<0.05).

Organske kiseline Organske kiseline
(% ekvivalenta limunske (% ekvivalenta limunske
kiseline na svezu masu) kiseline na suvu masu)
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa
Ailsa Craig | 0,13+0,005 0,20+0,006*** 1,55+0,06 1,54+0,05
flacca 0,15+0,006 0,24+0,007%** 1,64+0,04 1,82+0,05*

Analiza sadrzaja organskih kiselina u plodovima na bazi sveze mase je pokazala da ne
postoje velike razlike u sadrzaju ovih jedinjenja izmedu genotipova, kako u kontrolnim,
tako 1 u uslovima stresa. Sadrzaj organskih kiselina u plodovima predstavljen je kao %
ekvivalenta limunske kiseline. Ukoliko se organske kiseline izraze na svezu masu,
evidentno je da je jak stres izazvao porast sadrzaja kiselina u plodovima kod oba
ispitivana genotipa. Kod divljeg tipa sadrzaj kiselina je bio povecan za 54% (sa 0,13 na
0,20% ekvivalenta limunske kiseline na svezu masu), dok je kod mutanta flacca stepen
povecanja iznosio 60% (sa 0,15 na 0,24% ekvivalenta limunske kiselina na svezu
masu). Kada se rezultati izraze na bazi suve mase, kod genotipa Ailsa Craig nije

primecena statistiCki znaCajna promena sadrzaja organskih kiselina, dok je u plodovima
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genotipa flacca zabeleZen procenat promene od 11% (sa 1,64 na 1,82 % ekvivalenta

limunske kiseline na suvu masu).

5.3.7.2. SadrZaj likopena, vitamina C i ukupan antioksidativni kapacitet plodova

Ispitivanja ukupnog antioksidativnog kapaciteta, kao i vitamina C i likopena su
pokazala da postoje specificne reakcije ispitivanih genotipova paradajza u uslovima
jakog stresa suSe (Tab. 29, 30, 21). U kontrolnim uslovima sadrzaj likopena je bio za
28% veci u plodovima mutanta flacca nego u plodovima divljeg tipa. Jak stepen stresa
suSe je na razli¢ite naCine uticao na ispitivane genotipove (Tab. 29). U plodovima
genotipa Ailsa Craig stres je izazvao povecanje sadrzaja likopena za 37% (sa 27,74 na
38,12 mg/kg sveze mase), dok je kod genotipa flacca sadrzaj likopena bio redukovan za
27% (sa 35,60 na 26,05 mg/kg sveze mase). Ukoliko se uporede rezultati izrazeni na
suvu masu plodova, sadrzaj likopena je redukovan kod oba analizirana genotipa usled
dejstva jakog stresa suse. U plodovima Ailsa Craig likopen izrazen na suvu masu je
redukovan za 11% (sa 331,42 na 293,46 mg/kg suve mase), dok je kod mutanta flacca
stepen redukcije iznosio 49% (sa 390,35 na 197,35 mg/kg suve mase).

Tabela 29. Uticaj suSe na sadrzaj likopena u plodovima ispitivanih genotipova

paradajza (***, ** oznaCavaju statisticki znacajne razlike od p<0.001 i p<0.01).

Likopen (mg/kg sveze mase) Likopen (mg/kg suve mase)
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa

Ailsa Craig | 27,74+0,94 | 38,12+1,39%** | 331,42+11,29 | 293,46+10,56**
flacca 35,60+1,18 26,05+0,50** 390,35+8,92 | 197,35£3,77***

Analiza sadrzaja vitamina C u plodovima nije pokazala da postoje znacajne genotipske
razlike u kontrolnim uslovima. Kod oba analizirana genotipa su uo¢ene velike promene
u sadrzaju vitamina C pod dejstvom jake suse (Tab. 30). Stres suse je izazvao povecanje
sadrzaja vitamina C u plodovima divljeg tipa za 245% (sa 15,78 na 54,42 mg/100 g
sveze mase), dok je kod genotipa flacca povecanje iznosilo 178% (sa 17,28 na 48,07
mg/100 g sveze mase). Ukoliko se rezultati izraze na suvu masu, povecanje u uslovima

suse je bilo viSe izrazeno u plodovima divljeg tipa i iznosilo je 122% (sa 188,54 na
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418,42 mg/100 g suve mase), dok je u plodovima flacca utvrdeno povecanje od 92%
(sa 189,47 na 364,15 mg/100 g suve mase).

Tabela 30. Uticaj suSe na sadrzaj vitamina C u plodovima ispitivanih genotipova

paradajza (***, ** oznaCavaju statisticki znacajne razlike od p<0.001 i p<0.01).

Vitamin C Vitamin C
(mg/100 g sveze mase) (mg/100 g suve mase)
Genotip Kontrola Susa Kontrola Susa

Ailsa Craig | 15,78+0,24 | 54,42+1,41%** | 188,54+2,86 | 418,94+11,37***
flacca 17,28+1,43 | 48,07+0,96*** | 189,47+8,75 364,16+£7,29**

Ukupan antioksidativni kapacitet plodova u uslovima optimalne snabdevenosti vodom
je statisticki znacajano bio razli¢it izmedu genotipova i kod mutanta flacca je bio nizi za
22% u odnosu na plodove Ailsa Craig. Jaka susa je, kao i u slu¢aju vitamina C, izazvala
povecanje antioksidativnog kapaciteta kod oba ispitivana genotipa (Tab. 31). Efekat
suSe je bio izrazeniji kod plodova divljeg tipa, gde je povecanje iznosilo 109% (sa
132,78 na 277,85 umol TEAC/100 g sveze mase), dok je kod flacca plodova doslo do
promene za 65% (sa 102,96 na 170,37 pmol TEAC/100 g sveze mase). Ukupan
antioksidativni kapacitet je u uslovima jakog stresa suSe bio za 37% nizi kod mutanta

flacca nego kod divljeg tipa.

Tabela 31. Uticaj suSe na antioksidativni kapacitet plodova ispitivanih genotipova

paradajza (***, ** oznaCavaju statisticki znacajne razlike od p<0.001 i p<0.01).

Antioksidativni kapacitet

(umol TEAC/100 g sveze mase)

Genotip Kontrola Susa
Ailsa Craig | 132,78+10,32 | 277,85+12,28%**
flacca 102,96+8,75 | 170,37+13,69**
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5.3.7.3. SadrZaj ABA u perikarpu plodovima

Ispitivanja sadrzaja ABA u perikarpu plodova su pokazala da postoje karakteristicne
genotipske razlike u sadrzaju ovog biljnog hormona (Graf. 14). ABA-deficitaran mutant
flacca je imao u kontrolnim uslovima 48% manje ABA u perikarpu ploda u poredenju
sa divljim tipom. Jaka susSa je uticala na povecanje sadrzaja ABA u perikarpu oba
ispitivana genotipa. U plodovima Ailsa Craig doSlo je do povecanja od 276% u
uslovima suSe (sa 344,95 na 1296,21 ng/g sveze mase ploda), dok je kod mutanta flacca
sadrzaj ABA povecan za 150% (sa 177,91 na 444,03 ng/g sveze mase ploda). I pored
znacajnog povecanja sadrzaja ABA u perikarpu u uslovima suse, plodovi mutanta flacca

su i u uslovima stresa imali za 66% manje ABA nego plodovi Ailsa Craig.
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Grafik 14. Uticaj suSe na sadrzaj ABA u perikarpu plodova ispitivanih genotipova

paradajza (plavi barovi — kontrola, crveni barovi — suSa; *** oznacavaju statisticki

znacajne razlike od p<0.001).

5.3.7.4. Relativne razlike u biohemijskim parametrima plodova izmedu kontrole i

tretmana

Analiza relativnih razlika u promeni ispitivanih parametara u plodovima u uslovima
suSe omogucava odredivanje koncentracionog i metaboliCkog efekta na akumulaciju
Secera, kiselina, likopena i vitamina C u plodovima (Tab. 32). Relativne razlike u
promeni ukupnih Secera u uslovima jakog stresa suSe predstavljene na bazi sveze mase

ukazuju na izrazen koncentracioni efekat u plodovima kod oba genotipa (Ailsa Craig
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+40,8 1 flacca +25,2). Koncentracioni efekat je 1 glavni uzrok porasta sadrzaja organskih
kiselina u plodovima. Sadrzaj likopena u plodovima Ailsa Craig u uslovima suse je
povecan usled koncentracionog efekta (+37,4). Za razliku od divljeg tipa, kod mutanta
flacca smanjenje sadrZaja likopena na bazi sveze (-26,8) i suve mase (-49,4) ukazuje na
metabolicke promene u sintezi likopena. U uslovima jakog stresa suSe vitamin C se
pojacano akumulirao u plodovima i na bazi sveze i suve mase, kod oba ispitivana
genotipa. Ovako veliko povecanje sadrzaja vitamina C u plodovima je posledica i

koncentracionog i metabolickog efekta.

Tabela 32. Relativne razlike izmedu kontrole i tretmana u biohemijskim parametrima
plodova u uslovima suSe (Relativne razlike = ((Srednja vrednost u susi - Srednja
vrednost u kontroli)/Srednja vrednost u kontroli)*100)). Boldovane vrednosti

oznacavaju statisticki znacajnu promenu u odnosu na kontrolu.

Relativne razlike | Relativne razlike
na bazi sveze na bazi suve
mase mase
Ailsa Ailsa
Craig | flacca | Craig | flacca

Ukupni Seceri

+4 4252 | - 1
i) 0,8 5, 9.3 3,5

Organske +538 | +60 | -06 | +10,9
kiseline

Likopen +374 | -268 | -114 | -494

Vitamin C +244,9 | +178,2 | +122,2 | +92,2
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6. DISKUSIJA

6.1. Ogled sa MAGIC TOM populacijom

6.1.1. Efekat suSe na listove
6.1.1.1. Fizioloski procesi

Susa kao stresni faktor utiCe na razlicite fizioloSke procese i u vegetativhim i u
reproduktivnim organima biljaka (posebno plodovima). Kod listova kao vegetativnih
organa susa utice na njihovo rastenje (¢elijsku deobu i rastenje ¢elija), aktivaciju enzima
1 hormona, reakcije stoma i fotosintezu, kao i druge metabolicke procese. Smanjenje
sadrzaja vode u zemljistu, koje nastaje u uslovima susSe, dovodi do opadanja vodnog
potencijala biljaka i turgora, koji kao hidraulicki signali izazivaju reakcije zatvaranja
stoma koje se odrazavaju na fotosintezu, a Sto za posledicu ima redukciju rastenja
listova. Pored pada turgora, kao "hidraulicnog signala" suSe, inhibicija rastenja moze
nastati i u uslovima kada nema promena u parametrima vodnog rezima biljaka (Mingo
et al., 2003; Davies et al., 2005), odnosno kao rezultat postojanja tzv. “nehidrauli¢nih”
(hemijskih) signala. Hemijski signali se cCesto oznaCavaju i kao signali "ranog
upozoravanja". Njihova sinteza je indukovana su§om na nivou korenovog sistema i oni
se transportuju ksilemskim putem do nadzemnih organa gde kontroliSu procese rastenja
biljaka u uslovima nedostatka vode u zemljiStu (Schachtman i Goodger, 2008).
Najznacajniji hemijski signal je fitohormon abscisinska kiselina (ABA) ¢ije su reakcije
na nivou biljaka dobro proucene, ali to mogu biti i citokinini, prekursor u sintezi etilena,
jonski sastav i promena pH ksilema i apoplasta, kao i sadrzaj Se¢era u ksilemskom soku
(Pe'rez-Alfocea et al., 2011). Istrazivanja reakcija biljaka u uslovima suse pokazuju da
se Cesto javlja i interakcija hemijskog i hidrauli¢nog signala, u reakcijama stoma i
regulaciji rastenja listova (Jia 1 Zhang, 2008; Tardieu et al., 2011).

Ispitivanja provodljivosti stoma i vodnog potencijala biljaka kao parametara
vodnog rezima u ovoj disertaciji ukazala su na specificne genotipske reakcije biljaka
paradajza. Rezultati merenja provodljivosti stoma su pokazali da su se ispitivani
genotipovi paradajza razlikovali u otvorenosti stoma i u uslovima kontrole (optimalnog

navodnjavanja), pa je najveca provodljivost stoma utvrdena kod genotipa sa krupnim
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plodovima Levovil, a najmanja kod Ceri genotipa Plovdiv. U uslovima umerenog stresa
suSe doslo je do redukcije provodljivosti stoma kod svih analiziranih genotipova
paradajza (Tab. 1), pri cemu je stepen redukcije bio viSe izraZzen kod genotipova sa
krupnim plodovima i to prosec¢no za 65% (Levovil i LA0147), §to ukazuje na njihov
veci stepen osetljivosti u odnosu na Ceri genotipove, kod kojih je promena bila manja i
iznosila je prosec¢no 44% (Plovdiv i LA1420).

Ispitivanja efekata umerene susSe 1 rehidratacije na ¢eri genotipove MAGIC TOM
populacije (Plovdiv i LA1420), u razli¢itim fazama razvi¢a njihovih plodova (Ripoll et
al., 2016b) su pokazala da se najvece promene provodljivosti stoma javljaju u fazi
sazrevanja ploda. Takode, ovi rezultati su pokazali i da su ispitivani tretmani suse i
rehidratacije imali vec¢i efekat na reakcije stoma (redukciju njihove provodljivosti) nego
na promene vodnog potencijala.

Promene potencijala vode koje su utvrdene tokom naSeg eksperimenta nisu
ukazale na znacajne genotipske razlike, a sama promena u vrednostima potencijala vode
od cca 0,80 MPa u odnosu na kontrolu, ukazuje da su ispitivane biljke bile izlozene
umerenom stresu suse (Hsiao, 1973). Odsustvo razlika izmedu ispitivanih genotipova u
vrednostima vodnog potencijala listova indirektno ukazuje i na to da se razlike u
reakcijama stoma koje su se ispoljile ne mogu objasniti hidraulicnim, ve¢ hemijskim
signalima. Literaturni podaci pokazuju da je povecana akumulacija ABA u ksilemu i
paradajz (Dodd, 2007; Thompson et al., 2007), kao i da je provodljivost stoma mnogo
osetljivija na promene koncentracije ksilemske ABA u odnosu na akumulaciju ABA u
listovima (Tardieu et al., 2015). Tako u naSem ogledu nisu merene koncentracije
ksilemske ABA, redukcija provodljivosti stoma kod ispitivanih genotipova se moze
povezati sa promenama u sadrzaju abscisinske kiseline u listovima, a na to indirektno
ukazuje i veca akumulacija ABA koja je utvrdena kod genotipova sa krupnim
plodovima (Levovil i LA0147).

Efekat suSe na rastenje ostvaruje se inhibicijom celijskih deoba i/ili elongacije ¢elija Sto
kasnije za posledicu ima smanjenje lisne povrsine. U uslovima suSe dolazi i do promena
i drugih parametara koji reflektuju odnos lisne povrSine i suve mase, kao Sto je

specifi¢na lisna povrSina (Rigano et al., 2016). Specifi¢na lisna povrSina (SLA) je jedan
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od indirektnih pokazatelja koji moze da ukaZe na izloZenost biljaka stresu suSe.
Smanjenje specificne lisne povrSine, koje nastaje u uslovima stresa suSe, moze biti
rezultat smanjenja povrsine lista, ali i promena u suvoj masi listova, $to je posledica
razliCite osetljivosti rastenja listova i procesa fotosinteze na vodni deficit. Rastenje
listova je osetljivije na vodni deficit u odnosu na proces fotosinteze (Tardieu et al.,
2011), pa su nize vrednosti SLA obi¢no povezane sa redukcijom brzine rastenja listova.
Redukcija veli¢ine ¢elija 1 povrSine listova moZze biti praena povecanjem suve materije
listova, tako da deblji listovi obi¢no imaju i vecu gustinu hlorofila i proteina po jedinici
lisne povrsSine, a Sto moze da ukaZe i na potencijalno ve¢i kapacitet ovih listova za
fotosintezu (Poorter et al., 2009).

Rezultati naseg ogleda su pokazali da je dugotrajna umerena susa izazvala
statisticki znacajnu redukciju specifi¢ne lisne povrsine kod svih analiziranih genotipova,
pri ¢emu su utvrdene razlike u stepenu redukcije izmedu genotipova sa krupnim i sitnim
(Ceri) plodovima (Tab. 2). Redukcija specificne lisne povrSine je bila izrazenija kod Ceri
genotipova, prosetno za 34% (Plovdiva i LA1420), dok je procenat redukcije kod
genotipova sa krupnim plodovima (Levovil i LA0147) bio znatno manji i iznosio je
prosecno 12%. Iako genotipske razlike u sadrzaju suve materije nisu bile u tolikoj meri
izrazene, kao u slucaju SLA, smanjenje specifi¢ne lisne povrsine je bilo povezano sa
povecanim sadrzajem suve materije u listovima svih ispitivanih genotipova, koji se
kretao od 15 do 22% (Tab. 2). Povecanje sadrzaja suve materije listova ukazuje na
manji procenat vode u tkivima lista, a Sto moze biti posledica gubitka vode,
dehidratacije koje nastaje usled promena u gradijentu vodnog potencijala i
provodljivosti stoma. Takode moze biti i rezultat procesa osmotskog prilagodavanja i
promena biohemijskog sastava listova, koje nastaju kao rezultat akumulacije Secera i
organskih kiselina.

Rezultati Ripoll et al. (2016b) su pokazali da su reakcije ¢eri genotipova MAGIC
TOM populacije na umereni vodni deficit pracen periodima rehidratacije u razli¢itim
fazama razvic¢a plodova paradajza, bile genotipski specificne. Takode, primena stresa
suSe u fazi ¢elijske deobe je imala najveci efekat na redukciju specificne lisne povrsine.
Do tog efekta je doslo usled povecanja suve mase listova, odnosno sadrzaja suve
materije listova. Ripoll et al. (2016a) su pokazali da su promene sadrzaja suve materije

listova kod istih genotipova bile manje izraZzene u uslovima kada se intenzitet stresa
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suSe, koji je bio pracen sukcesivnim periodima rehidratacije, postepeno povecavao
tokom razvi¢a plodova. Ovi rezultati ukazuju i da ova promena suve mase moze biti i
rezultat prilagodavanja biljaka uslovima stresa nakon perioda oporavka.

Fluorescencija hlorofila i njeni parametri se najceS¢e koriste kao indikatori
stepena stresa suSe i njenog efekta na proces fotosinteze, sa aspekta efikasnosti
fotosistema (Kautz et al., 2014). Stres suSe moze izazvati oSte¢enja fotosintetskog
aparata i promene u sadrzaju fotosintetskih pigmenata. Ova oSte¢enja se mogu
najefikasnije meriti preko Fv/Fm odnosa, koji reflektuje promene u maksimalnoj
fotohemijskoj efikasnosti fotosistema II koje se odraZavaju i1 na asimilaciju CO2, pa su
zbog toga bitne i sa aspekta produktivnosti biljaka (Farooq et al., 2009). Smanjenje
Fv/Fm u uslovima suSe je rezultat osetljivosti fotosistema II na uslove vodnog deficita.
Niske vrednosti ovog parametra ukazuju na oste¢enja u elektron-transportnom sistemu
koje vode promenama u efikasnosti fotosistema II i produkciji NADPH koji se koristi u
metabolickim procesima fotosinteze (Sivakumar et al., 2017).

Rezultati nasih ispitivanja su pokazali da je stres suSe izazvao smanjenje
maksimalne fotohemijske efikasnosti fotosistema II, odnosno redukciju odnosa Fv/Fm
kod svih ispitivanih genotipova (Graf. 1). Redukcija je bila manje izrazena kod ceri
genotipova, prose¢no za 12%, dok je kod genotipova sa krupnim plodovima stepen
redukcije bio veéi, i to kod Levovila 25%, a kod genotipa LA0147 19%. Literaturni
podaci pokazuju da u uslovima stresa suse dolazi do opadanja vrednosti Fv/Fm kod
paradajza (Mishra et al., 2012; Nankishore i1 Farrell, 2016; Sivakumar et al., 2017).
Promena Fv/Fm odnosa moze zavisiti od genotipa, faze razvica biljke, kao i stepena
stresa kojem su biljke izloZzene. Rezultati Yuan et al. (2016) su pokazali da je kod
primene razli¢itog stepena stresa suse (blag, umeren i jak stres) i u razli¢itim fazama
razvi¢a paradajza (od klijanja do sazrevanja plodova) stepen redukcije Fv/Fm odnosa bio
izraZeniji sa povecanjem stepena stresa, usled pojave fotoinhibicije i produkcije
reaktivnih oblika kiseonika. Drugi autori su pokazali i specificne genotipske razlike u
reakcijama biljaka u uslovima stresa (Rigano et al., 2016; Ripoll et al., 2016a). U
ogledima kombinovanih efekata razliCitog stepena stresa suSe i rehidratacije biljaka,
Ripoll et al. (2016a) su pokazali da je u listovima ispitivanih genotipova MAGIC TOM
populacije doslo do opadanja maksimalne fotohemijske efikasnosti fotosistema II

(Fv/Fm), pri ¢emu je reakcija bila manje izraZzena kod ceri genotipova. Ti rezultati
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indirektno ukazuju i na manju osetljivost fotosintetskog aparata i fotosistema II na susu
Ceri genotipova u odnosu na genotipove sa krupnim plodovima. Manja redukcija Fv/Fm
parametra, koja je uoCena kod Ceri genotipova i u nasem ogledu, moze indirektno da
ukaze i1 na aktivaciju antioksidativnog sistema u listovima, odnosno poveéani sadrzaj
antioksidanata koji sa svoje strane mogu da ucestvuju u detoksikaciji ROS formi. To je
od posebnog znacaja jer se ROS forme pojavljuju u procesu fotoinhibicije. Prisustvo
fotoprotektivnih mehanizama omogucava da se u uslovima stresa oCuva efikasnost
primarnih fotohemijskih procesa, kao i da se omoguci nastavak metabolickih reakcija u
fotosintezi koje vode kontinualnom obezbedenju asimilata i odrzanju “source-sink”
odnosa (Osorio et al., 2014).

U naSem ogledu biljke su gajene u uslovima staklenika gde je tokom letnjih
meseci pored efekta suSe mogao biti i zastupljen prolazni efekat povisenih temperatura,
koji je mogao dodatno dovesti do redukcije ovog parametra fluorescencije. Ispitivanja
efekata kombinovane primene stresa suse i visoke temperature kod razlicitih genotipova
paradajza su pokazala da je stres suSe imao dominantan efekat na reakcije rastenja i
proces fotosinteze u odnosu na temperaturni stres (Zhou et al., 2017). To ukazuje da su
fizioloSki odgovori paradajza na kombinovani stres visoke temperature i suSe

prevashodno pod kontrolom ograni¢enog snabdevanja biljaka vodom.

6.1.1.2. Biohemijski i metaboli¢ki procesi

Rastvorljivi Seceri (heksoze i saharoza), kao i organske kiseline su znacajna osmotska
jedinjenja koja svojom akumulacijom ucestvuju u adaptivnim odgovorima biljaka na
stres suse. Brojna istrazivanja efekata vodnog deficita na metabolizam ugljenih hidrata
pokazuju da u tim uslovima dolazi do promene nivoa ugljenih hidrata u listovima, gde
se koli¢ina saharoze i heksoze povecava, dok se nivo skroba obi¢no smanjuje. To
ukazuje na indukciju hidrolize skroba i sintezu saharoze. U literaturi postoje podaci koji
pokazuju da stres suSe izaziva akumulaciju Secera i organskih kiselina u listovima
paradajza (Torrecillas et al., 1995), ali i da jak stres suSe moze u listovima izazvati i
opadanje sadrzaja Secera (Al Hassan et al., 2015). Nasi rezultati su pokazali da je u
uslovima dugotrajnog, umerenog stresa suSe doSlo do povecanja sadrZaja heksoza
(glukoze i fruktoze), i to posebno izrazenog kod Ceri genotipova, koji su i u kontroli

imali viSe vrednosti u odnosu na genotipove sa krupnim plodovima (Tab. 3). Stres suse
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doveo je i do povecanja sadrzaja saharoze kod svih genotipova, pri cemu su Ceri
genotipovi imali visi sadrzaj u odnosu na genotipove sa krupnim plodovima, a posebno
genotip Plovdiv kod koga je doslo do povecanja za 48%.

Poredenja rezultata za koncentraciju heksoza (glukoza + fruktoza) i rezultata za
koncentraciju saharoze su pokazala da su heksoze bili preovladujuci Seceri u listovima
kod svih genotipova. Njihova koncentracija je bila znacajno vecéa (u proseku 9 do 10
puta) u odnosu na koncentracije saharoze koje su utvrdene u oba tretmana (Tab. 3).
Trend povecanja sadrzaja Secera heksoza u listovima je utvrden i u ogledu Ripoll et al.
(2016a), u kome je primenjen razlicit stepen stresa suse pracen periodima rehidratacije,
ali je procenat povecanja sadrzaja glukoze bio znatno nizi od promena koje su utvrdene
u nasem ogledu. Za razliku od ogleda Ripoll et al. (2016a) efekat stresa suse je duze
trajao u nasem ogledu i nije bio pracen sa rehidratacijom biljaka izlozenih susi. Pove¢an
sadrzaj saharoze moze biti rezultat ne samo efekta dehidratacije, nego i aktivne
metabolicke akumulacije, a koja je uslovljena promenom aktivnosti enzima ukljuc¢enih u
njen metabolizam, kao $to su saharozna sintetaza i invertaza. Tako je povecanje sadrzaja
saharoze kod paradajza u uslovima suSe bilo uslovljeno izraZenom inhibicijom
aktivnosti enzima invertaze (Albacete et al., 2015). Analiza sadrzaja Secera u listovima i
korenovima paradajza izloZenog susi pokazala je da je doslo do znacajnog povecanja
sadrzaja saharoze u listovima, uz istovremeno opadanje sadrzaja skroba (Moles et al.,
2018), koje omoguéava obezbedivanje prostih ugljenih hidrata kao osnovnih
komponenti u procesu osmotskog prilagodavanja. Pored toga povecan sadrzaj saharoze
u listovima paradajza u uslovima stresa suSe moze da bude i rezultat i smanjene potrebe
“sink” organa (organa primaoca asimilata) za saharozom (Zhou et al., 2017).

Manji sadrzaj heksoza i saharoze u listovima koji je utvrden kod genotipova sa
krupnim plodovima (Levovil i LA0147) moze se indirektno povezati i sa reakcijama
stoma i procesom fotosinteze. Poznato je da redukcija provodljivosti stoma dovodi do
ogranicene difuzije CO2 u listu i smanjenja neto fotosinteze, §to utice na produkciju
asimilata 1 kasnije na njihov transport u plodove (Chaves et al., 2003). Veci stepen
redukcije provodljivosti stoma, kao i znaCajne promene u aktivnosti fotosistema
indirektno mogu da ukazu da je efekat suse kod ovih genotipova bio izraZeniji na proces
fotosinteze u odnosu na Ceri genotipove. Veca akumulacija heksoza, a posebno glukoze

koja je utvrdena kod ceri genotipova Plovdiv (67%) i LA1420 (161%) u uslovima

109



stresa, kao i manji procenat promene provodljivosti stoma u odnosu na krupne plodove,
indirektno ukazuju na sposobnost Ceri genotipova da i u uslovima stresa omoguce
fiksaciju ugljenika i proces fotosinteze, koji je neophodan za odrzanje gradijenta
“source-sink” organa (davaoca-primaoca asimilata) i za rastenje celija plodova.

Ispitivanja sadrzaja organskih kiselina u listovima u kontrolnim uslovima su
pokazala da genotipovi paradajza koji su srodni divljim rodacima (LA1420 i LA0147)
imaju veci sadrzaj limunske kiseline u odnosu na ostale genotipove (Tab. 4). U
uslovima umerenog stresa suSe doslo je do povecanja sadrzaja limunske i jabucne
kiseline u listovima kod svih genotipova paradajza, pri ¢emu je poveCanje sadrZaja
limunske kiseline statisticki bilo znacajno samo kod genotipova sa krupnim plodovima
(Levovila - za 90% 1 LA0147 - za 26%). Sadrzaj jabucne kiseline je najviSe bio povecan
kod genotipa sa krupnim plodovima za 164% (Levovil), a najmanje kod ceri genotipa
Plovdiv za 37% (Tab.4). Rezultati Ripoll et al. (2016a) su pokazali da je smena perioda
rehidratacije 1 razliCitog stepena suSe kod genotipova paradajza MAGIC TOM
populacije dovela do smanjenja sadrzaja limunske kiseline, ali i do povecanja sadrzaja
jabucne kiseline kod vecine ispitivanih genotipova. U istom ogledu je utvrdena i
pojacana akumulacija skroba u listovima kod svih genotipova, $to je prema Chaves et
al. (2009) takode jedan od potencijalnih indikatora koji ukazuje da su biljke bile
izloZene stresu suse.

Pored Secera i akumulacija organskih kiselina u listovima moze imati ulogu u
osmotskom prilagodavanju koje omogucava odrzanje procesa fotosinteze i rastenje
biljaka u uslovima nedostatka vode (Farooq et al., 2009). Iako naSa istrazivanja nisu
ukljucila merenja osmotskog potencijala i turgora, koja bi ukazala na postojanje
osmoregulacije, akumulacija ovih komponenti indirektno pokazuje da povecan sadrzaj
heksoza, kao i saharoze kao osmotski aktivnih jedinjenja ima primarnu ulogu kod ceri
genotipova, dok je u slucaju genotipova sa krupnim plodovima primarna akumulacija
organskih kiselina. Ove znacajne komponente primarnog metabolizma i njihova
akumulacija na nivou lista imaju vaznu ulogu u obezbedivanju kontinuiranog toka
asimilata izmedu listova kao “source” i plodova kao “sink” organa (Lemoine et al.,
2013).

U uslovima abiotskog stresa, ukljucujudi i stres suSe ¢esto dolazi do produkcije

reaktivnih kiseonic¢kih formi (ROS), odnosno pojave oksidativnog stresa. Ovaj stres
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moze da se javi i tokom razli¢itih faza razvi¢a listova, pa tako u mladim listovima on
moze biti posledica formiranja fotosintetskog aparata, dok je u starim listovima
posledica procesa koji prate senescenciju. Pojava reaktivnih formi kiseonika kojima se
karakteriSe pojava oksidativnog stresa moze nastati u uslovima stresa suse ili visoke
temperature. U tim uslovima hlorofil u stanju tripleta reaguje sa kiseonikom stvarajuci
slobodne radikale ili moze da dode do promena u transportu elektrona izmedu
fotosistema, a koje vode Mehlerovoj reakciji 1 nastanku vodonik peroksida (Mufioz i
Munné-Bosch, 2018).

Kao reakcija na pojavu ROS-a u listovima u uslovima suSe dolazi do aktivacije
odbrambenog sistema biljke koji je povezan za povecanjem antioksidativne aktivnosti,
kao 1 sadrzaja vitamina C koji je jedan od najznacajnijih antioksidanata. Nasi rezultati
su pokazali da je umereni stres suSe izazvao povecanje ukupnog antioksidativnog
kapaciteta listova, svih ispitivanih genotipova (Tab. 5), ali je stepen promene bio
izrazeniji kod Ceri genotipova (Plovdivi LA1420) gde je prosecno doslo do povecanja
za 64%, za razliku od genotipova sa krupnim plodovima kod kojih je utvrdeno
povecanje od cca 30%. Povecanje sadrzaja vitamina C u uslovima suse bilo je znacajno
samo kod Ceri genotipova, i to Plovdiva za 11%, a kod LA1420 za 63%.

Rezultati niza autora su pokazali da u uslovima stresa suse kod paradajza dolazi
do povecanja ukupne antioksidativne aktivnosti, kao i do poveéanja aktivnosti
antioksidativnih enzima, posebno superoksid dismutaze, koja ima vaznu ulogu u
detoksikaciji ROS-a (Zgallai et al.,, 2006; Yuan et al., 2016). Pored povecanja
antioksidativne aktivnosti u listovima paradajza koji je izlozen stresu suSe mogu se
detektovati i vece koncentracije malondialdehida, produkta lipidne peroksidacije
membrana, a koji je specifican indikator prisustva oksidativnog stresa (Al Hassan et al.,
2015). Gong et al. (2010) su transkripcionom genskom analizom tolerantnih genotipova
paradajza na susu ukazali na znacajne promene u ekspresiji gena u uslovima suse, a koji
su u vezi sa enzimima koju ucestvuju u otklanjanju ROS-a. Ispitivanja tolerantnih i
osetljivih genotipova paradajza na susu su takode pokazala da visoko tolerantni
genotipovi imaju bolje razvijen antioksidativni sistem, posebno u slucajevima jakog
stresa suse (Rigano et al., 2016). Literaturni podaci ukazuju i da sadrzaj askorbinske
kiseline moze biti u korelaciji sa otpornos¢u na susu (Zhang et al., 2011), tako da

povecanje sadrzaja vitamina C koje je utvrdeno kod Ceri genotipova u nasem ogledu
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moze predstavljati specifican adaptivni odgovor ovih biljaka na uslove suse. Kod
genotipova paradajza otpornih na susu prisutna je i pojacana sposobnost recikliranja
vitamina C, §to povecava kapacitet biljke za odbranu od ROS-a i obezbeduje ¢elijama
povoljan redoks status u uslovima stresa (Sanchez-Rodriguez et al., 2010).

Poznato je da u uslovima stresa suSe dolazi i do akumulacije “stres” hormona
abscisinske kiseline koji ima vaznu ulogu u regulaciji mnogih fizioloskih procesa, a
posebno u adaptivnim reakcijama biljaka (Sah et al., 2016). Efekti ABA se ispoljavaju
na niz fizioloskih procesa kao $to su: regulacija otvorenosti stoma, redukcija rastenja
nadzemnih organa, indukcija rastenja i razvi¢a korena i povecanje njegove hidrauli¢ne
provodljivosti i dr. Takode, ABA utice i na ispoljavanje specifi¢nih adaptivnih reakcija
biljaka na uslove vodnog deficita (Vishwakarma et al., 2017).

Akumulacija ABA u razli¢itim vegetativnim organima je jedan od odgovora
biljaka na uslove vodnog deficita, koja takode ima vaznu ulogu u prenosu signala na
relaciji koren list (Manzi et al., 2015). Porast koncentracije ABA u uslovima suSe
utvrden je i na nivou listova i korena paradajza (Moles et al., 2018). Analiza sadrzaja
abscisinske kiseline u listovima u naSem ogledu je pokazala da je stres suSe indukovao
akumulaciju ABA u listovima svih analiziranih genotipova (Graf. 2). Tako je veca
akumulacija ABA u listovima utvrdena kod genotipova sa krupnim plodovima (Levovil
za 48% 1 LAO0147 za 37%) u poredenju sa Ceri genotipovima (Plovdiv za 12% i
LA1420 za 17%). Poveéan sadrzaj ABA u listovima koji je utvrden kod razliitih
kultura u uslovima suse, ukljucujuc¢i i paradajz uti¢e na regulaciju otvorenosti stoma
(Thompson et al., 2007). S obzirom da je kod genotipova sa krupnim plodovima
(Levovil i LA0147) utvrdena i veca redukcija provodljivosti stoma, promene na nivou
stoma se mogu povezati sa vecom akumulacijom ABA u listovima koja je utvrdena kod

ovih genotipova.

6.1.2. Efekat suSe na plodove

6.1.2.1. FizioloSki procesi i primarni metaboliti

Uticaj suSe na rast i prinos paradajza u velikoj meri zavisi od stadijuma razvi¢a u kome
se biljka nalazi u trenutku dejstva vodnog deficita (Chen et al., 2015). Pojava suse u

reproduktivnoj fazi dovodi do smanjenja prinosa usled smanjenog dotoka vode u
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plodove (Kuscu et al., 2014). Smanjenje veli¢ine plodova i prinosa biljaka zavisi od
intenziteta suse. Uzroci mogu biti razli¢iti, ukljuuju¢i abnormalno razvice plodnika
usled dejstva suSe, smanjeni transport vode i asimilata u plodove (Muller et al., 2011),
pojacanu abortivnost cvetova (Sivakumar i Srividhya, 2016), kao i ogranicenje
produkcije asimilata u plodovima (Chaves et al., 2009).

Nasa istrazivanja su pokazala da je umereni stres suSe imao negativan efekat na
svezu masu ploda kod svih analiziranih genotipova iz MAGIC TOM populacije (Tab.
6). Ovi rezultati su takode pokazali da je suva masa porasla kod svih plodova, dok je
redukcija precnika plodova statisticki bila znacajna samo kod Ceri genotipova, Plovdiva
(za 25%) 1 LA1420 (za 28%). Poredenje efekta stresa kod ispitivanih genotipova je
pokazalo da je stres bio viSe izrazen kod Ceri nego kod krupnih plodova, a sli¢na
promena je utvrdena i kada je u pitanju veli¢ina ploda. lako je suSa indukovala
povecanje sadrzaja suve materije kod svih analiziranih genotipova, nisu otkrivene
statistiCki znacajne razlike izmedu cCeri i krupnih plodova.

Efekat suse na ove parametre plodova moze da zavisi od faze razvi¢a ploda u
kojoj je primenjen deficit vode. Ripoll et al. (2016a) su ispitivali efekte nekoliko
perioda kratkog vodnog deficita sa epizodama rehidratacije u razlicitim fazama razvic¢a
ploda paradajza (deoba celija, ekspanzija Celija i1 sazrevanje), pri cemu je utvrdeno da
sveza masa ploda i veli¢ina nisu bili redukovani kod genotipova Plovdiv i LA1420 u
uslovima vodnog deficita. Ova promena je utvrdena nezavisno od faze razvi¢a u kojoj
su bili izloZeni stresu suse. Medutim, to nije potvrdeno u nasem eksperimentu. Posto je
vodni deficit u naSem eksperimentu primenjen od faze antezisa (ukljucujuci faze deobe i
ekspanzije ¢elija) i prolongiran do stadijuma pune zrelosti ploda, ocekivano je bilo da ¢e
suSa imati veci efekat na rast i razvice ploda. lako ti parametri nisu mereni, transport
vode tokom ekspanzije ploda i “source/sink” razlike u snadbevanju i potrebama za
ugljenikom (Ripoll et al., 2016a) mogu biti uzrok razli¢itih rezultata dobijenih prilikom
primene duzeg i kra¢eg umerenog vodnog deficita.

Komponente primarnog metabolizma kao §to su rastvorljivi Seceri (saharoza,
glukoza i fruktoza), kao i organske kiseline (primarno limunska i jabu¢na) predstavljaju
glavna jedinjenja koja se akumuliraju u plodovima paradajza i istovremeno determiniSu
ukus plodova. Koli¢ina ovih najzastupljenijih rastvorljivih Secera definise slatkocu i

utice na trziSnu vrednost plodova. Rezultati niza autora pokazuju da stres suse utice na
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akumulaciju Se¢era u plodu paradajza zavisno od genotipa i faze u kojoj je biljka
izlozena stresu suse (Bertin et al., 2000; Nahar i Gretzmacher, 2002; Chen et al., 2013).

Mnogi rezultati su pokazali da sadrzaj ugljenih hidrata varira zavisno od uslova
sredine koji deluju na biljke u fazama razvoja i sazrevanja plodova, ali zavisi i od
genotipa. Visoka akumulacija heksoza i saharoze je karakteristicna za domestifikovani
paradajz (Solanum Iycopersicum), dok neke divlje vrste paradajza, kao $to je S.
chmielewskii, akumuliraju uglavnom saharozu (Yelle et al., 1991). Eksperimenti Ripoll
et al. (2016a) su pokazali da ukupan sadrzaj Sec¢era kod vecine od 8 analiziranih
genotipova MAGIC TOM populacije nije bio izmenjen u uslovima ponovljenih epizoda
suSe pracenih epizodama rehidratacije. Nasi rezultati su pokazali da pri optimalnim
uslovima vodnog rezima krupniji plodovi nisu akumulirali visoke koncentracije
saharoze, ali je sadrzaj saharoze povecan u uslovima vodnog deficita (Graf. 4C). Ovi
rezultati takode ukazuju da umeren i dugotrajan vodni deficit moze unaprediti kvalitet
krupnih plodova zahvaljuju¢i pojacanoj akumulaciji saharoze, koja najvise doprinosi
percepciji slatkog ukusa ploda.

Regulacija transporta ugljenika izmedu biljnih organa je blisko povezana sa
transportom asimilata i metabolizmom Secera, i to prvenstveno saharoze i heksoza
izmedu lista 1 plodova i odrzanjem “source-sink” odnosa (Osorio et al., 2014). U
uslovima suSe moze do¢i i do promena na relaciji source-sink organa koji moze dovesti
i do inhibicije rastenja ploda (Muller et al., 2011). U nasim istrazivanjima veca
akumulacija 1 heksoza i1 saharoze, u plodovima u odnosu na listove MAGIC TOM
populacije, indirektno ukazuje na transport SeCera izmedu listova (“source” organa) i
plodova (“sink” organa).

Medutim, u razmatranjima koncentracije Secera treba uzeti u obzir i da fotosinteza
plodova moze da ima odredeno uces¢e u obezbedivanju plodova asimilatima
(Lytovchenko et al., 2011). Kod ispitivanih biljaka MAGIC TOM populacije u
uslovima stresa je prime¢ena manja redukcija sveze mase i pre¢nika krupnih plodova u
odnosu na ceri plodove, kao i veéi stepen akumulacije saharoze, $to potencijalno
doprinosi osmotskom prilagodavanju koje je neophodno za odrzavanje rasta ploda u
uslovima vodnog deficita (Ripoll et al., 2016b). Variranje u sadrzaju saharoze i heksoze
je blisko povezano i sa aktivnoScu enzima ukljucenih u metabolizam saharoze -

invertazom i saharoznom sintetazom (Carrari et al., 2007). Ruan et al. (2010) i Beckles
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et al. (2012) su utvrdili da ovi enzimi imaju klju¢nu ulogu u metabolizmu Secera i da je
njihova aktivnost bitna za reakcije biljaka u stresnim uslovima spoljasnje sredine. Iako
naSa istrazivanja nisu ukljucila merenja aktivnosti ovih enzima, dobijeni rezultati
ukazuju da akumulacija saharoze u plodovima paradajza moze biti uzrokovana aktivnim
metabolickim procesima. Stoga bi ova akumulacija pod dejstvom umerenog stresa suse,
mogla biti indirektno povezana sa promenama u aktivnosti enzima klju¢nih za
metabolizam Secera.

Objasnjenje efekta suSe na sadrzaj jedinjenja u plodovima takode zavisi od nacina
izraZzavanja koncentracije ispitivanih jedinjenja, koja moZe biti izraZena na bazi sveze ili
suve mase. Takav koncept, a u skladu sa rezultatima Ripoll et al. (2016a), prikazan je u
Tab. 7, 8, 9. Poredenje vrednosti izraZzenih na bazi sveZe i suve mase u nasem ogledu je
pokazalo da je sadrzaj glukoze statisticki znacajno povecan na bazi sveze mase, §to se
moze objasniti kao posledica koncentracionog efekta. Sli¢an trend je pokazala i analiza
sadrzaja fruktoze, pri Cemu je efekat bio izrazeniji kod ¢eri nego kod krupnih plodova.
Poredenje sastava heksoznih SeCera na bazi sveZze i suve mase je takode pokazalo da
duzi period suse koji je primenjen u nasem ogledu, moze da poboljsa ukus ploda i da je
to ostvareno povecanjem koli¢ine glukoze i fruktoze usled koncentracionog efekta.
Poredenje sadrzaja glukoze i fruktoze izraZenih na suvu i svezu masu ukazuje na to da
opadanje akumulacije, odnosno metabolizma ovih jedinjenja u uslovima vodnog
deficita, moze biti kompenzovano koncentracionim efektom (Tab. 7). Sa druge strane,
povecanje koli¢ine saharoze u uslovima suse, koje je posebno izrazeno kod krupnih
plodova (Levovil - 528 % 1 LA0147 - 419%), ukazuje na to da je do tog povecanja doslo
kao posledica i koncentracionog i metabolickog efekta (Tab. 7).

Organske kiseline su bitne i kao osmotska jedinjenja, i kao komponente ukusa
ploda. Postoji dosta kontradiktornih rezultata koji se odnose na akumulaciju organskih
kiselina u plodovima pod uticajem stresa suSe. Sadrzaj organskih kiselina kod
poljoprivrednih kultura moze biti pozitivno korelisan sa optimalnim snabdevanjem
biljaka vodom (De la Hera-Orts et al., 2005), ali su zabelezeni i podaci koji ukazuju na
negativne korelacije (Kallsen et al., 2011).

Stres suse moZze da indukuje i pojacanu osmotsku akumulaciju rastvorljivih
SeCera 1 organskih kiselina u zrelim plodovima (Etienne et al., 2013). Biohemijska

analiza indirektno ukazuje da pojacana akumulacija jabucne i limunske kiseline moze
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biti rezultat promene u aktivnosti enzima bitnih za metabolizam organskih kiselina.
Istrazivanja metabolizma tokom procesa sazrevanja ploda su pokazala da je aktivnost
enzima bitnih za akumulaciju Sefera i limunske kiseline povecana tokom faze
sazrevanja ploda (Biais et al., 2014), kao i da promena u metabolizmu organskih
kiselina moze do¢i i pod uticajem visoke temperature koja uti¢e na brzinu procesa
glikolize i/ili Krebsovog ciklusa ili aktivnost enzima (Araujo et al., 2012). Veéa
akumulacija limunske kiseline u plodovima, u odnosu na listove, ne iskljuCuje ni
mogucnost transporta ove kiseline iz listova (kao “source” organa) u plodove (kao
“sink” organe).

Analiza sadrZaja organskih kiselina u nasem ogledu i to na bazi suve mase
ukazuje na genotipsku specificnost reakcija paradajza na stres suSe. Vodni deficit je
uticao na sadrzaj limunske kiseline izazivajucu njeno povecanje kod svih analiziranih
genotipova, ali je efekat bio izrazeniji kod krupnih plodova (Graf. 6A), i to kod
Levovila (19%,) 1 LA0147 (22%). Znacajno veci sadrzaj limunske kiseline je utvrden i
na bazi sveze mase kod svih analiziranih genotipova u uslovima suse, a posebno kod
krupnijih plodova. To ukazuje da je povecanje bilo uzrokovano i koncentracionim i
metabolickim efektom. U kontrolnim uslovima sadrzaj jabu¢ne kiseline je bio visi u
krupnim plodovima (Levovil i LA0147). Stres suSe je indukovao povecanje koli¢ine
jabucne kiseline kod svih analiziranih genotipova (Graf. 6B), ali je ovo povecanje bilo
statisticki znacajno samo kod genotipa Plovdiv (za 18%). Na bazi sveze mase, sadrzaj
jabucne kiseline je bio veéi u uslovima suSe i taj efekat je bio izrazeniji u Ceri
plodovima, 51% kod Plovdiva i 47% kod LA1420 (Graf. 5B). Analiza naSih podataka
takode pokazuje da je povecanje koncentracije jabu¢ne kiseline prvenstveno posledica
koncentracionog efekta, dok je kod genotipa Plovdiv bio prisutan i metabolicki efekat.
Na osnovu ove analize se moze zakljuciti da je znacajno povecanje ukupne koliine
organskih kiselina kod svih analiziranih genotipova u uslovima stresa suse, nastalo kao
posledica i koncentracionog i metabolickog efekta (Tab. 8).

Ovi rezultati su u skladu sa nekim prethodnim istrazivanjima koja su pokazala da
stres suse kod paradajza izaziva akumulaciju organskih kiselina, prvenstveno usled
povecanja koncentracije jabucne i limunske kiseline (Micallef et al., 1995; Nahar i
Gretzmacher, 2002). Literaturni podaci pokazuju takode da je ukus ploda definisan

sadrzajem Secera i kiselina i da najboji ukus paradajza karakteriSe velika koncentracija
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Secera, pracena sa relativno visokom kiseloS¢u (Grierson i Kader, 1986). U nasem
ogledu je umeren stres indukovao povecanje glukoze i organskih kiselina, pri ¢emu su
ovi rezultati sli¢ni rezultatima koje su dobili Nahar et al. (2011), gde je u uslovima
stresa suSe doslo do poboljsanja kvaliteta plodova putem povecanja koncentracije

heksoza i saharoze, kao i jabu¢ne i limunske kiseline.

6.1.2.2. Sekundarni metaboliti i nutritivna vrednost plodova

Razli¢iti sekundarni metaboliti definiSu nutritivnu vrednost, miris i ukus plodova
paradajza. U tom smislu posebna paznja se usmerava na fitonutrijente i njihov uticaj na
zdravlje ljudi. Medu najzacajnijima metabolitima su karotenoidi, i to likopen koji je
blisko povezan sa nutritivnim kvalitetom ploda paradajza. Drugi znacajan karotenoid je
B-karoten (provitamin A) koji ima manju nutritivnu vaznost od likopena, ali zajedno
doprinose antioksidativnoj aktivnosti paradajza (Rosales et al., 2011).

Nasi rezultati su pokazali da u kontrolnim uslovima ceri plodovi imaju veci
sadrzaj karotenoida (Plovdiv - 88,43 mg/kg sveze mase i LA1420 - 80,72 mg/kg sveze
mase) od krupnih plodova (Levovil - 65,13 mg/kg sveze mase i LA0147 - 48,92 mg/kg
sveze mase) (Graf. 7 i 8). Razlike su bile uzrokovane ve¢im koncentracijama likopena i
fitoena kod ceri plodova, kako u kontrolnim, tako i u uslovima stresa suse. Vodni deficit
je uticao na povecanje koncentracije fitoena, prekursora karotenoida, kod svih
analiziranih genotipova paradajza. Ovo povecanje je bilo vise izrazeno kod ceri
genotipova, a posebno kod genotipa LA1420 (za 71%), u poredenju sa genotipovima sa
krupnim plodovima. Poredenje rezultata izrazenih na svezu i suvu masu, ukazuje da je
povecanje fitoena uglavnom bila posledica koncentracionog efekta, sem kod genotipa
LA1420, gde su promene bile posledica i metabolickih procesa (Tab. 9).

Rezultati su pokazali i da je koncentracija likopena genotipski specificna. Stres
suse je izazvao povecanje likopena samo kod genotipa LA1420, dok je kod genotipa
Levovil primecen suprotan efekat stresa suse na sadrzaj likopena. SliCan trend je
primecen i analizom sadrzaja B-karotena (Graf. 7B). Razlike u sadrzaju likopena i -
karotena izrazenih na bazi suve mase i pod dejstvom stresa suse kod vecine analiziranih
genotipova su verovatno rezultat opadanja skladiStenja/metabolizma ovih jedinjenja i
ova redukcija je kompenzovana koncentracionim efektom. Izuzetak je genotip LA 1420,

kod koga povecana koncentracija likopena u plodovima na bazi suve mase (13%) i
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sveze mase (49%) ukazuje da je velika akumulacija likopena verovatno pracena i
metabolickim promenama. Stres suse je uticao na povecan sadrzaj luteina uglavnom
zahvaljujuéi koncentracionom efektu, dok je kod genotipa LA1420 povecanje sadrzaja
luteina posledica i koncentracionog i metabolickog efekta (Tab. 9).

Vodni deficit moZe uticati na sadrzaj karotenoida kako negativno (Atkinson et al.,
2011), tako i pozitivno (Pernice et al., 2010). Stepen i trend uticaja suSe na karotenoide
zavisi od genotipa 1 intenziteta primenjenog stresa (Ripoll et al., 2016a). Sli¢no
rezultatima drugih autora, analiza karotenoida u nasem ogledu je pokazala da je efekat
suSe na fitonutrijente genotipski specifican (Graf. 7), kao Sto je to pokazano i u ogledu
suSe u kome je sadrzaj karotenoida ispitivan kod 15 genotipova paradajza (Schweiggert
et al., 2017). Efekat suse je u nasem eksperimentu bio vise izraZen na akumulaciju -
karotena nego na akumulaciju likopena, §to moze biti posledica uloge karotenoida u
biosintezi hormona bitnih za reakcije na stres suse, kao sto je abscisinska kiselina (Riggi
et al., 2008).

Medu ispitivanim genotipovima, prema reakcijama na stres suSe, posebno se
istakao genotip LA1420 koji je srodan divljim rodacima paradajza Solanum
pimpinellifolium L. (Ripoll et al., 2015). Kod njega je u uslovima umerenog stresa suse
doslo do izrazene akumulacije i heksoznih Secera i karotenoida u plodovima u odnosu
na druge genotipove, $to se odrazilo na poboljSanje njihovog kvaliteta. Slicno su
pokazala i prethodna ispitivanja sa MAGIC TOM genotipovima u kojima je
primenjivan umereni vodni deficit pracen periodima rehidratacije u razli¢itim fazama
razvi¢a plodova (Ripoll et al., 2016a,b). To sve govori u prilog tome da ovaj genotip
ima karakeristican adaptivni odgovor u uslovima vodnog deficita i ukazuju na
moguénost njegovog koriséenja, znacajnog 1 sa aspekta genetickog diverziteta, u
savremenim selekcionim programima paradajza tolerantnih na stres suse.

Plodovi paradajza se karakteriSu i visokim antioksidativnim kapacitetom, koji je u
korelaciji sa koncentracijama askorbinske kiseline, karotenoida (uglavnom likopena),
tokoferola i1 fenola. Od svih antioksidanasa u biljkama, askorbinska kiselina (vitamin C)
ima klju¢nu ulogu u regulaciji nivoa ROS-a i u zastiti od razliitih stresnih faktora
zivotne sredine (Venkatesh i Park, 2014). Umereni stres u nasem eksperimentalnom
sistemu je takode doveo do povecanja askorbinske kiseline u svezoj masi plodova svih

analiziranih genotipova (Graf. 9) prvenstveno zahvaljuju¢i koncentracionom efektu,
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posebno izrazenom kod ceri genotipova, Plovdiv (za 50%) i LA1420 (za 43%), u
poredenju sa genotipovima sa krupnim plodovima (povecanje od 12% kod Levovila,
odnosno 24% kod LA0147).

Ripoll et al. (2016a) su utvrdili povecanje koncentracije askorbinske kiseline u
Ceri plodovima paradajza izazvano primenom viSe ciklusa vodnog deficita (-38, -45 i -
55% snadbevanja vodom u odnosu na kontrolu) pra¢enih periodom rehidratacije.
Povecan sadrzaj askorbinske kiseline je bio posledica prvenstveno koncentracionog
efekta. Primenom konstantnog umerenog stresa Ripoll et al. (2016b) su dobili povecanje
askorbinske kiseline koje je zavisilo od faze razvica ploda kada je stres primenjen i
duzine trajanja stresa. Ovi rezultati ukazuju da primena vise ciklusa vodnog deficita ima
manje uticaja na sadrzaj askorbinske kiseline u odnosu na kontinuiran stres suse.
Povecana akumulacija askorbinske kiseline moze biti u korelaciji sa otpornoscu biljaka
na stres suse (Garchery et al., 2013), ali i posledica i sekundarnog oksidativnog stresa
(Sanchez-Rodriguez et al., 2010). Posto je kod svih genotipova analiziranih u nasem
eksperimentu doSlo do povecanja sadrzaja askorbinske kiseline na bazi sveze mase,
rezultati ukazuju da je ovo povecanje znacajno kao deo adaptivnog mehanizma biljke u
borbi protiv ROS formi.

Stres suSe moze uticati na sekundarni metabolizam preko dva interaktivna
mehanizma, i to putem promene transporta primarnih metabolita koji su znacajni za
biosintezu karotenoida i askorbinske kiseline ili preko oksidativnog stresa, koji moze
uticati na biosintezu antioksidativnih jedinjenja. Oba mehanizma su blisko povezana, s
obzirom da akumulacija ugljenih hidrata moZe uticati na povecanje fotooksidativnog
stresa u fotosintetskim organima (Fanciullino et al., 2014). Ispitivanja su pokazala i da
je antioksidativni kapacitet plodova paradajza visoko genotipski specifi¢an (Nour et al.,
2015). Sanchez-Rodriguez et al. (2010) su utvrdili visoku antioksidativnu aktivnost kod
razli¢itih varijeteta Ceri paradajza koja je bila indukovana oksidativnim stresom i to kao
posledica umerenog vodnog deficita. Rezultati Rosales et al. (2011) su pokazali da
interakcija viSe faktora sredine spoljasnje sredine (temperature, radijacije i vodnog
deficita) izaziva povecanje antioksidativne aktivnosti u plodovima paradajza gajenog u
stakleniku u mediteranskom pojasu. Nasi rezultati su takode pokazali da je umereni i
dugotrajni stres indukovao povecanje ukupne antioksidativne aktivnosti kod svih

analiziranih genotipova (Graf. 10), s tim Sto je ovaj efekat bio izrazeniji kod ceri
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genotipova (prosecno 68%) nego kod genotipova sa krupnim plodovima (prosec¢no
45%). U ogledu sa listovima je dobijena sliéna promena jer je umereni stres suSe
izazvao povecanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta listova, kao i sadrzaja vitamina
C kod svih ispitivanih genotipova (Tab. 5), pri ¢emu je stepen promene bio izrazeniji
kod ceri genotipova (Plovdiv i LA1420) u odnosu na genotipove sa krupnim plodovima.

Tokom poslednjih faza razvic¢a ploda se pojacava oksidativni stres koji nastaje
usled metabolickih promena koje su povezane sa sazrevanjem plodova. Ispitivanje
ekspresije gena divljeg tipa paradajza i mutanata ripening inhibitor (rin), nonripening
(nor) i never ripe (Nr), kod kojih je doslo do mutacija na genima koji su ukljuceni u
sazrevanje plodova (biosintezu pigmenata i aktivaciju etilena), pokazalo je da mutanti
imaju smanjenu sposobnost akumulacija ROS-a u plodovima u poredenju sa divljim
tipom (Kumar et al., 2016). Ti rezultati potvrduju ulogu ROS-a u odrzavanju redoks
stanja ¢elija u procesu sazrevanju plodova. Pojava pojacanog oksidativnog stresa moze
biti povezana i sa stresom suse (Jiménez et al., 2002). U nasem istrazivanju doslo je do
povecanja koncentracije antioksidativnih jedinjenja u uslovima suse, kao §to su likopen
i B-karoten, posebno kod Ceri plodova. Ovo povecanje moze biti rezultat oksidativnog
stresa i formiranja reaktivnih kiseoni¢nih formi, pri cemu likopen i B-karoten doprinose
antioksidativnom odbrambenom mehanizmu biljaka (Sanchez-Rodriguez et al., 2010).
Nasi rezultati su takode pokazali da je u uslovima stresa suSe doSlo do povecanja
koncentracije luteina u plodovima svih analiziranih genotipova. Ovaj karotenoid je
najvazniji za odbranu fotosintetskog aparata od oksidativnog stresa, a pojacana sinteza i
metabolicka konverzija luteina u ksantofil je bitan zasStitni mehanizam protiv reaktivnih
kiseoni¢nih formi indukovanih stresom suse (Rosales et al., 2011). Iako nismo merili
aktivnost enzima ukljucenih u mehanizme uklanjanja ROS-a, povecéanje koncentracije
neenzimatskih antioksidativnih komponenti ukazuje na prisustvo oksidativnog stresa.
Stoga se moze pretpostaviti da je oksidativni stres rezultat kombinacije umerenog
vodnog deficita i periodi¢nih epizoda visokih temperatura, kojima su biljke bile izlozene
tokom rastenja u stakleniku tokom letnjih meseci.

U uslovima stresa suse dolazi i do povecanja sadrzaja stres hormona abscisinske
kiseline i na nivou plodova. NasSi rezultati su pokazali da je u uslovima dugotrajne
umerene suSe kod svih ispitivanih genotipova doSlo do povecanja sadrzaja ABA u

plodovima, pri cemu je utvrden veci stepen promene kod ceri genotipova (Plovdiv za
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65% 1 LA1420 za 55%) u odnosu na genotipove sa krupnim plodovima (Levovil za
45%, a LA0147 za 39%). Poredenje povecanja koncentracije ABA na sveZu i suvu
masu je pokazalo da je kod genotipova sa krupnim plodovima u pitanju koncentracioni
efekat, dok su kod ceri genotipova zastupljena oba, koncentracioni i metabolicki efekat.

U toku razvi¢a plodova paradajza koncentracija abscisinske kiseline se znacajno
povecava, posebno u semenima i u perikarpu ploda (Srivastava i Handa, 2005).
Uzimaju¢i u obzir inhibitorni efekat koji ABA ima na rastenje, a koji se indirektno
ostvaruje supresijom aktivnosti enzima celijskog zida i1 rastenjem zida (Stiki¢ i
Jovanovi¢, 2015), veci procenat povecanja koncentracije ABA u uslovima suSe u
plodovima cCeri genotipova uslovilo je i ve¢u redukciju veli¢ine, odnosno precnika
plodova.

ABA ima i znaCajnu ulogu u generativnoj fazi razvica biljaka kao jedan od
klju¢nih faktora u kontroli sazrevanja i senescencije plodova (Zhang et al., 2009; Leng
et al., 2014). Poznato je da ABA reguliSe proces sazrevanja plodova tako $to indukuje
sintezu etilena u fazama pre stadijuma pune zrelosti ploda. Takode, ona ima i ulogu u
akumulaciji komponenti primarnog i sekundarnog metabolizma koji uti¢u na kvalitet
plodova.

Literaturni podaci pokazuju da je ABA kontrolni faktor koji moze da uti¢e na
povecanje sadrzaja Secera u plodovima paradajza na taj nacin Sto povecava ekspresiju
gena koji kodiraju vakuolarnu invertazu i saharoznu sintetazu (Bastias et al., 2011).
Egzogena primena ABA moze da dovede do povecanja sadrzaja glukoze i1 fruktoze,
¢ime se unapreduje ukus plodova paradajza (Barickman et al., 2016). Analiza sadrzaja
ABA u plodovima MAGIC TOM populacije je pokazala da Ceri plodovi pored vece
akumulacije ABA, imaju i vecu akumulaciju Secera, §to ide u prilog tome da
metabolicka akumulacija ABA moze da dovede i do povecanja sadrzaja rastvorljivih
Secera.

U nasem eksperimentu pored povecanog sadrzaja Secera, Ceri genotipovi imaju i
veli sadrzaj likopena i B-karotena. Literaturni podaci ukazuju da egzogena primena
ABA mozZe da dovede i do povecanja karotenoida (Barickman et al., 2014; Yu et al.,
2016). lako povecanje sadrzaja ABA moze biti vezano i za akumulaciju karotenoida i
promenu boje plodova tokom sazrevanja, a §to je uslovljeno i zajednickim metabolickim

putem ovog hormona i karotenoida, pojedini autori ukazuju i da ABA moze i negativno
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uticati na sadrzaj pigmenata. Tako su ispitivanja ABA-deficitarnog mutanta paradajza
hp3 pokazala da postoji i negativna korelacija sadrzaja ABA 1 likopena (Galpaz et al.,
2008).

ABA takode ima znacajnu ulogu u aktivaciji antioksidativnog sistema. Visok
sadrzaj ABA moze da stimuliSe stvaranje ROS-a, §to posledicno dovodi do aktivacije
antioksidativnog sistema i indukcije gena vezanih za antioksidativni kapacitet, kao $to
su superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT) i askorbat peroksidaze (APX) (Kumar
et al., 2014). Povecan antioksidativni kapacitet koji je utvrden kod Ceri genotipova u
naSem ogledu, moze biti uslovljen i povecanim sadrzajem ABA, kao posledica stresa
suSe, ali 1 oksidativnog stresa koji prati proces sazrevanja plodova. Pored aktivacije
antioksidativnog sistema, ABA uti¢e i na povecanu ekspresiju gena ukljucenih u
biosintezu flavonoida, tako da ona povec¢anom produkcijom sekundarnih metabolita u

plodovima paradajza doprinosi adaptivnom odgovoru biljke na stres (Mou et al., 2015).

6.2. Ogledi sa Ailsa Craig i flacca mutantom

Paradajz je poljoprivredna kultura osetljiva na suSu u razli¢itim fazama razvi¢a. Duzina
1 intenzitet primenjenog vodnog deficita znatno utiCu na reakcije biljaka. U ovoj
disertaciji je ispitivana otpornost genotipova Ailsa Craig i mutanta flacca na razliite
nivoe stresa suSe: umereni i jak stres. Vecina literaturnih podataka koji se odnose na
otpornost paradajza na susu je bazirana na ogledima sa primenom kratkotrajnog stresa
suse, dok su reakcije dugotrajnog stresa znatno manje poznate, posebno u
reproduktivnoj fazi razvi¢a. Stoga je veoma bitno ispitati otpornost biljaka na razlicite
nivoe stresa u pojedinim fazama razvica, a Sto bi doprinelo boljem razumevanju
mehanizama otpornosti biljaka i unapredenju njihove tolerancije na susu (Fang i Xiong,

2015; Kamanga et al., 2018).

6.2.1. Efekat susSe na listove
6.2.1.1. Fizioloski procesi

Kao pokazatelji vodnog rezima u ogledima umerene i jake suSe pra¢ene su vrednosti

ukupnog vodnog potencijala u listovima, kao i provodljivost stoma. Stepen redukcije
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provodljivosti stoma se odrazava na sposobnost biljaka da sprece gubitke vode putem
transpiracije, pa je njihova efikasna regulacija primarna za otpornost biljaka na stres
suSe. Ukupni vodni potencijal lista se odrazava na fizioloski status biljke i negativnije
vrednosti ukazuju na ja¢i stepen stresa. Oba ova parametra, potencijal vode i
provodljivost stominih celija, mogu biti koris¢ena pri selekciji genotipova paradajza
otpornih na suSu (Borba et al., 2017). Mnoga istrazivanja takode potvrduju da u
listovima paradajza dolazi do opadanja turgora u ¢elijama i do zatvaranja stoma, kao i
do opadanja ukupnog vodnog potencijala (Chaves et al., 2009; Calcagno et al., 2011;
Moles et al., 2018).

Literaturni podaci o vezi izmedu stepena primenjenog stresa suse i provodljivosti
stoma su razli¢iti. Slican procenat otvorenosti stoma kao u listovima divljeg tipa iz
naseg ogleda sa jakom suSom je dobijen i prilikom ispitivanja tri genotipa od strane
autora Nankishore i Farrell (2016), ako je primenjen jak stres suse u vegetativnoj fazi. S
druge strane ispitivanja primene regulisanog deficita navodnjavanja gde je jedna strana
korena optimalno zalivana, a druga strana isuSivana na 10% sadrzaja vode u zemljistu,
dovela je do redukcije provodljivosti stoma kod paradajza za 49-57% (Bogale et al.,
2016). Ovi podaci, kao i prethodno navedeni ukazuju da postoji visoka genotipska
specificnost u pogledu otvorenosti stoma, kako u kontrolnim uslovima, tako i u
uslovima stresa suse.

U naSim istrazivanjima kod oba analizirana genotipa doslo je do opadanja
provodljivosti stoma u uslovima umerene i jake suSe u odnosu na kontrolne vrednosti
(Tab.11 1 22). Rezultati su takode pokazali i vecu sposobnost genotipa Ailsa Craig da u
uslovima i1 umerenog i jakog stresa redukuje provodljivost stoma (za 52% 1 83%) u
poredenju sa mutantom flacca (za 33% 1 62%), odnosno da se kao posledica odrzi
ukupan vodni potencijal listova visim kod Ailsa Craig (-0,81 MPa i -1,22 MPa) u
odnosu na flacca (-1,05 MPa i -1,55MPa).

Istrazivanja Merilo et al. (2017) su pokazala da ABA-deficitarni mutanti imaju
inicijalno visu provodljivost stoma u odnosu na provodljivost stoma divljeg tipa, Cak i u
uslovima optimalne vlaZnosti supstrata u kome su gajene biljke (70-80% maksimalnog
vodnog kapaciteta). Dodd et al. (2009) su utvrdili da se listovi mutanta flacca odlikuju
nizim ukupnim vodnim potencijalom, kao i viSim nivoom transpiracije i otvorenijim

stomama. Razlika u rezultatima nasih ogleda u odnosu na literaturne podatke moze biti
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posledica razlicitih fenofaza u kojima su istraZivanja realizovana. Dok se literaturni
podaci uglavnom baziraju na ispitivanju biljaka u ranim vegetativnim fazama, ogled
umerene suSe u nasem eksperimentu je realizovan do faze pune zrelosti plodova druge
cvetne grane, a u jakoj susi do tzv. turning faze u sazrevanju plodova. Tokom
napredovanja fenoloskih faza kod paradajza dolazi do povecanja nivoa transpiracije i
otvorenosti stoma. Povecanje nivoa transpiracije je neophodno da bi se ostvario
gradijent vodnog potencijala, zahvaljuju¢i kome je omogucen transport materija od
organa davaoca do organa primaoca (plodova). Takode, otvorenost stoma obezbeduje
razmenu gasova i odrzanje nivoa fotosinteze koja je potrebna za sintezu fotoasimilata
koji se potom usmeravaju i u plodove.

Ispitivanja Tamburino et al. (2017) dejstva jakog stresa suSe na vegetativnu fazu
razvi¢a paradajza obustavljanjem navodnjavanja, a nakon toga primene rehidratacije
pokazala su drasti¢no opadanje provodljivosti stoma, koje je bilo praceno pojacanom
akumulacijom ABA 1 prolina u listovima ispitivanog genotipa. Mufioz-Espinoza et al.
(2015) su merili relativan sadrzaj vode u listovima Ailsa Craig i flacca i zakljucili da je
genotip flacca posebno pogoden dehidratacijom, jer je imao 20% manje vode u odnosu
na genotip Ailsa Craig, 6 sati nakon presadivanja u suvi perlit. Rezultati merenja
potencijala vode u naSim ogledima, takode potvrduju da Ailsa Craig, zahvaljujuci
efikasnijoj kontroli otvorenosti stoma, ima ve¢i kapacitet da reguliSe vodni status u
uslovima stresa suse od flacca. U umerenoj i jakoj susi promena potencijala vode u
odnosu na kontrolne vrednosti je bila mnogo manja kod divljeg tipa (za 0,47 MPa i 0,97
MPa) nego kod flacca (0,72 MPa i 1,22 MPa). Razlike u provodljivosti stoma u
uslovima stresa su rezultat smanjene sinteze ABA kod genotipa flacca koja je uslovljena
promenama u aktivnosti enzima ABA-aldehid oksidaze, do koje dolazi kao posledica
neaktivne MoCo sulfuraze (Sagi et al., 1999). Smanjena sinteza ovog biljnog hormona
se odrazava na reakcije stoma kod genotipa flacca u uslovima stresa suse. Medutim,
folijarna aplikacija ABA ili potapanje drski listova u rastvor ABA moze da koriguje
reakcije stoma i da izazive njihovo zatvaranje kod ovog mutanta (Sagi et al., 1999).

Reakcije stominih ¢elija na ABA predstavljaju reakcije na tzv. hemijske signale
suSe. Sem ovog biljnog hormona, kao hemijski signali mogu delovati i citokinini,
promene pH ksilema i apoplasta, kao i u sadrzaju Secera u ksilemu. Metaboliti koji

deluju kao hemijski signali stresa suSe se uglavnom sintetiSu u korenu, odakle se
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transportuju ksilemom do listova, gde uticu na zatvaranje stoma (Wilkinson 1 Davies,
2002). Hemijski signali deluju na zatvaranje stoma i u interakciji sa hidraulicnim
signalima. Hidrauli¢ni signali nastaju kao posledica opadanja koli¢ine vode koja je
dostupna korenovom sistemu, $to dovodi do opadanja potencijala turgora u ¢elijama
lista i zatvaranja stoma. Pored smanjenja koncentracije ABA, i poremecaj transporta
ovog hormona izaziva promene u reakcijama stominih ¢elija. Nasi rezultati pokazuju da
se stome genotipa flacca ipak zatvaraju u odredenoj meri. Ispitivanja Proki¢ (2009) su
pokazala da stome kod flacca slabije reaguju na hemijske signale (ABA, pH), koje susa
u ranoj vegetativnoj fazi indukuje u njihovim korenovima u odnosu na stome Ailsa
Craig. Poredenja promena potencijala vode i stepena otvorenosti stoma u nasim
ogledima umerene i jake suSe su pokazala da su razlike u vrednostima potencijala vode
kod flacca, v odnosu na divlji tip, posledica vece otvorenosti stominih ¢elija, koje su
uslovljene i razlikom u koncentraciji ABA u listovima ovog genotipa (Graf. 11A i 13A).

Merenja provodljivosti stoma u oba ogleda umerene suse (ogled iz staklenika -
MAGIC TOM i ogled iz fitokomore - Ailsa Craig i flacca), pokazala su da se genotipovi
paradajza razlikuju u provodljivosti stoma u uslovima optimalnog navodnjavanja (Tab.
11 11), kao i da postoje slicnosti izmedu Ailsa Craig i genotipa Levovil, sa krupnim
plodovima. Stepen opadanja provodljivosti stoma u umerenoj susi se kod genotipova
MAGIC TOM populacije i Ailsa Craig kretao u rangu od 40-68%, dok je promena
potencijala vode bila nesto veca kod genotipova MAGIC TOM populacije u odnosu na
Ailsa Craig i flacca. Kod flacca biljaka je utvrdena najmanja promena provodljivosti
stoma i najveci pad potencijala vode u odnosu na druge genotipove, a $to je nastalo kao
rezultat smanjenog kapaciteta ovog genotipa da sintetiSe ABA (Graf.11) .

Pored koncentracije ABA, na reakcije stoma utice i etilen, odnosno balans u
produkciji etilena i sadrzaja ABA. Veza izmedu ABA i etilena je pokazana i time §to
povecanje ABA na nivou korena dovodi do promene u produkciji etilena kod mutanta
flacca (Dodd et al., 2009). ABA ogranicava produkciju etilena i time spre¢ava otvaranje
stoma koje je indukovano etilenom, kao §to visoke koncentracije etilena inibiraju ABA-
indukovano zatvaranje stoma (Arve i Torre, 2015). Porast ABA koji je prisutan kod
mutanata moze biti posledica i porasta koncentracije ROS-a u uslovima stresa.

Istrazivanja su pokazala da reaktivne kiseoni¢ne forme (ROS) mogu neenzimatskim
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putem izazvati konverziju ABA prekursora u ABA (McAdam et al., 2017) i na taj nacin
uticati na pove¢anu akumulaciju ovog hormona.

Jedan od prvih efekata suSe na rastenje vegetativnih organa je redukcija rastenja
listova 1 lisne povrSine. Rezultati niza autora su pokazali da pod dejstvom stresa suSe
dolazi do smanjenja ukupne lisne povrsine i specifi¢ne lisne povrsine (Torrecillas et al.,
1995; Rigano et al., 2016; Pataine i Saita, 2015), bez obzira da li je primenjen jak ili
umeren stres. Ukoliko je suSa pracena periodima oporavka, nakon perioda rehidratacije
kod pojedinih genotipova je moguée da dode do uspostavljanja normalnog rasta lista i
dostizanja lisne povrSine koja je prisutna i u kontroli (Calcagno et al., 2011).

Rezultati naSih merenja su pokazali da je u kontrolnim uslovima SLA u ogledu sa
umerenom suSom bila visa nego kod kontrolnih biljaka iz jake suse, kao i da je pod
dejstvom umerenog stresa suse doslo je do opadanja SLA kod oba ispitivana genotipa
(Tab.12), a koje je bilo izrazenije kod Ailsa Craig (26%) u odnosu na genotip flacca
(16%). Sa pojacanjem stepena stresa, utvrdena je manja redukcija SLA kod divljeg tipa
(15%), ali znacajno veca redukcija od 27% kod mutanta flacca (Tab. 23). Razlike u
dobijenim vrednostima SLA mogu biti uslovljene i duzinom ogleda koja je uticala na
razliku u povrSini i masi listova, s obzirom da se ogled sa umerenom susom zavrsio u
fazi zrelog ploda, dok je ogled sa jakom suSom zavrSen ranije, u fazi pocetne
akumulacije likopena u plodovima (tzv. turning stage). Slican opseg promena specifi¢ne
lisne povrSine u uslovima umerene suse utvrden je u ogledu sa genotipovima MAGIC
TOM populacije. Stepen redukcije SLA je takode bio genotipski specifican i najnize
vrednosti su zabelezene u kontrolnim uslovima kod genotipa flacca, a u uslovima stresa
kod ceri genotipa LA1420.

Smanjenje SLA u uslovima stresa suSe moze biti uslovljeno redukcijom lisne
povrsine ili suve mase listova. Literaturni podaci pokazuju da su reakcije biljaka
paradajza vrlo specificne, i da u uslovima umerenog stresa suSe kod pojedinih
genotipova paradajza, ne dolazi do statisticki znacajnog opadanja suve biomase i
povrsine lista (Bsoul et al., 2016), dok primena jaCeg stresa suSe izaziva redukciju
specificne lisne povrSine (Pokluda et al., 2010). Promene u strukturi i masi lista nastaju
usled promene u fazi ekspanzije celija, usled cega slojevi tkiva postaju deblji, uz
istovremeno smanjenje intercelijskih prostora. Faza ¢elijske ekspanzije je zavisna od

visine turgora u ¢elijama. lako u nasem ogledu nisu vrSena merenja turgora, moze se
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pretpostaviti da je kod genotipa flacca u uslovima stresa, usled vece otvorenosti
stominih celija, koja je bila uzrokovana manjim koncentracijama ABA, dosSlo do
opadanja turgora, a $to je zatim uticalo na fazu elongacije i rastenje listova. Takode, niz
rezultata iz literature pokazuje da je povrSina flacca listova, od koje zavisi i SLA,
manja i u uslovima optimalne vlaznosti supstrata u odnosu na divlji tip i do toga dolazi
usled manjeg rasta i pojave kovrdzanja listova (Dodd et al., 2009; Nitsch et al., 2012;
Pecinar, 2015).

Paralelno sa promenama SLA doSlo je do promene u sadrZaju suve materije u
listovima i to tako da je u umerenoj susi doslo do povecanja od 22% kod divljeg tipa i
11% kod mutanta flacca (Tab. 12), dok je u jakoj susi to povecanje bilo znacajno vece i
to 36% kod divljeg tipa i 49% kod genotipa flacca (Tab. 23). Povecanje sadrzaja suve
materije u listovima indirektno ukazuje na promene u hidrataciji u tkivima lista. Usled
primene stresa suse dolazi do opadanja turgora u ¢elijama, a samim tim i do posledica
po rastenje i deobu celija listova, $to moZe uticati i na promenu sadrzaja suve materije
(Astacio et al., 2011; Rigano et 1., 2016; Al Hassan et al., 2015). Primena razlicitih
stepena stresa suSe kod paradajza pokazala je da listovi imaju viSi procenat suve
materije $to je primenjeni stepen stresa izrazitiji (Wahb-Allah et al., 2011), §to je u
skladu sa dobijenim podacima u naSim ogledima sa jakom i umerenom suSom.
Povecéanje sadrzaja suve materije u listovima moze biti posledica i koncentracionog
efekta, ali takode i osmotskog prilagodavanja, odnosno sinteze i akumulacije materija
(Secera, organskih kiselina, aminokiselina) koje doprinose odrzanju turgora u ¢elijama
lista (Sakya et al., 2018).

Sadrzaj hlorofila u listovima je bitan parametar koji posredno ukazuje na
efikasnost procesa fotosinteze. Literaturni podaci pokazuju da u uslovima optimalne
snadbevenosti vodom dolazi do poveéanja sadrzaja hlorofila u listovima paradajza od
faze klijanca, preko faze antezisa i zelenog ploda, do faze pune zrelosti (Yuan et al.,
2016). Ovakav trend povecanja koli¢ine hlorofila u listovima tokom faza sazrevanja
ploda je zabelezen i u naSim ogledima umerene suSe (Tab. 13) i jake suSe (Tab. 24).
Primena umerenog i jakog stresa suSe imala je negativan efekat na akumulaciju hlorofila
u listovima kod oba ispitivana genotipa u razli¢itim fazama sazrevanja plodova i ta

promena je bila vise izrazena kod flacca.
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Najveci efekat se kod oba genotipa ispoljio u ranijoj fazi sazrevanja ploda (tzv.
turning fazi) i kod ABA-mutanta, §to ukazuje na povezanost biosinteze hlorofila i
procesa sazrevanja plodova. Ispitivanja mutanata paradajza koji imaju manji sadrZaj
hlorofila u listovima usled njihove smanjene biosinteze (Lutenscent 1 (11) i 12 mutanti)
su pokazala da oni imaju odloZen pocetak sazrevanja plodova u odnosu na kontrolne
biljke, Sto ukazuje na ulogu signala poreklom iz hloroplasta koji kontroliSu proces
sazrevanja plodova paradajza (Barry et al., 2012).

Rezultati viSe autora su pokazali da izmedu genotipova paradajza postoje razlike u
reakcijama na stres suse u pogledu sadrzaja hlorofila a i b (Rigano et al., 2016; Zhou et
al., 2017). Rezultati Zgallai et al. (2006) su pokazali da suSa nema uticaja na sadrzaj
hlorofila ukoliko se stres primeni naglo. Primena umerenog i jakog stresa suse izaziva
opadanje sadrzaja hlorofila, sa tim $to je stepen redukcije sadrzaja veci §to je primenjeni
stepen stresa jaci (Al Hassan et al., 2015; Yuan et al., 2016). Oni su utvrdili smanjenje
sadrzaja hlorofila pod dejstvom stresa suSe u ranijim fazama razvi¢a paradajza. Ipak,
postoje literaturni podaci koji pokazuju da jak stres suSe ne izaziva znacajne promene u
sadrzaju hlorofila i karotenoida, bez obzira da li je pracen periodom rehidratacije ili ne.
Odusustvo ili manji procenat promene sadrzaja hlofofila ukazuje na sposobnost
ispitivanog genotipa da odrzi efikasnost koriSéenja svetlosne energije na visokom nivou,
pa je stoga stabilnost sadrzaja hlorofila znak i tolerancije genotipa na susu (Tamburino
et al.,, 2017). Rigano et al. (2016) su utvrdili da tolerantniji genotipovi imaju vece
kolicine hloforila a i b u listovima prilikom primene dugotrajnog stresa, dok je kod
osetljivih genotipova doslo do smanjenja koncentracije hlorofila usled fotodestrukcije
pigmenata.

Nasi rezultati su pokazali da je doslo do smanjenja sadrzaja hlorofila u uslovima
umerene (Tab.13) i jake suse (Tab.24) i indirektno ukazuju da je u odredenom stepenu
doslo do fotodestrukcije pigmenata. Iako je do negativnog uticaja suse doslo kod oba
ispitivana genotipa, kod mutanta flacca je prisutan veéi stepen redukcije, $to ukazuje na
vecu osetljivost ovog genotipa na stres suse. Ovi podaci su u skladu sa rezultatima
Sivakumar et al. (2017), koji su pokazali da primena stresa suse izaziva opadanja
genotipova stepen redukcije manji. Egzogena aplikacija malih koncentracija ABA je

kod razlic¢itih genotipova paradajza dovela do povecanja sadrzaja hlorofila a i b u
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listovima (Barickman et al., 2014). Stoga se moze se pretpostaviti da je porast sadrzaja
ABA u listovima kod oba genotipa uticao i na malo povecanje sadrzaja ukupnog
hlorofila u uslovima umerene suse (Tab. 13) u fazi zrelog ploda, kao i jake suse u tzv.
turning fazi (Tab. 24), u odnosu na fazu zelenog ploda.

Rezultati ispitivanja fluorescencije hlorofila kod MAGIC TOM populacije su
pokazali da je stres suSe izazvao smanjenje Fv/Fm odnosa kod svih analiziranih
genotipova (Graf. 1). Ovi rezultati ukazuju na smanjenje maksimalne fotohemijske
efikasnosti fotosistema II. Sivakumar et al. (2017) su utvrdili da Sto je genotip
tolerantniji na suSu, to je manji stepen promene Fv/Fm odnosa, a §to zatim ukazuje na
sposobnost genotipa da u uslovima stresa zastiti fotosintetski aparat i odrzi efikasnost
transporta elektrona u fotosintezi. Ukoliko se ovi rezultati uporede sa rezultatima ogleda
umerene suse sa genotipovima Ailsa Craig i flacca (Tab.13), moze se pretpostaviti da
fotodestrukcija pigmenata nije jedina posledica stresa suSe koja uti¢e na funkcionalnost
i efikasnost fotosintetskog aparata. Rezultati Farooq et al. (2009) ukazuju da sem
smanjenja koncentracije hlorofila, u listovima dolazi i do oSteenja postojeceg
fotosintetskog aparata po dejstvom stresa. lako su u dva nasa ogleda umerene susSe
(MAGIC TOM i ogled sa genotipovima Ailsa Craig i flacca) mereni razli€iti parametri
koji se odnose na pigmente, zakljucak je da se suSa negativno odrazava na sadrzaj i
funkcionalnost pigmenata i fotosintetskog aparata, Sto se moze odraziti na produktivnost
biljaka usled smanjene redukcije CO2 . Smanjenje sadrzaja hlorofila moze biti pouzdan
indikator osetljivosti biljaka na stres susSe jer, pored smanjene provodljivosti stoma,

znatno utice na sposobnost biljke za asimilaciju CO2 (Zgallai et al., 2006).

6.2.1.2. Biohemijski i metabolicki procesi - sekundarni metaboliti

Kao $to je ve¢ istaknuto, stres suse je Cesto pracen i oksidativnim stresom, odnosno
produkcijom reaktivnih kiseoni¢kih vrsta (ROS). Stoga je od znacaja da se u tim
uslovima aktiviraju antioksidativni odbrambeni sistemi u kojima vitamin C ima posebnu
ulogu. U naSem ogledu je utvrdeno povecanje vitamina C u listovima, ali nije uocena
znacajna razlika u procentu promene u jakoj i umerenoj susi, dok je efekat bio vise
izrazen kod divljeg tipa nego kod flacca (Tab. 141 25).

Primena razli¢itog stepena stresa izaziva u listovima biljaka paradajza i promene u

antioksidativnoj aktivnosti, sa tim $to sa povecanjem stepena stresa dolazi i do
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povecanja aktivnosti enzima superoksid dismutaza, peroksidaza i katalaza. Jak stres
suSe izaziva i1 ve¢i porast koncentracije malondialdehida, Sto je znak peroksidacije
¢elijskih membrane usled pojac¢anog stvaranja slobodnih radikala (Yuan et al., 2016).
Nasi rezultati potvrduju da je jaci stepen stresa suse kod oba ispitivana genotipa izazvao
veci stepen povecanja antioksidativnog kapaciteta u listovima i to vise kod divljeg tipa
nego kod flacca (Tab. 25). Medutim, u uslovima optimalne vlaznosti u oba ogleda nisu
utvrdene statistiCki znacajne razlike u antioksidativnoj aktivnosti izmedu ispitivanih
genotipova.

Porast antioksidativne aktivnosti u listovima je povezan sa promenama u
provodljivosti stoma, jer zatvaranje stoma izaziva poremecaj u fotosintetskom elektron-
transportnom lancu, $to vodi produkciji ROS-a. Jak stepen stresa suSe izaziva i promene
u ekspresiji gena koji kodiraju enzime katalaze, askorbat peroksidaze i glukozo-6-fosfat
dehidrogenaze, ali je stepen povecanja ekspresije genotipski specifican, kao i
mehanizam odbrane od oksidativnog stresa (Landi et al., 2017). Pojedini genotipovi ne
povecavaju aktivnost katalaza ni u uslovima jakog stresa, dok aktivnost superoksid
dismutaza u listovima raste sa stepenom primenjenog stresa (Zgallai et al., 2006).
Rezultati Monteiro et al. (2012) su pokazali da je u listovima drugih ABA-deficitarnih
mutanata paradajza notabilis i1 sitiens gajenih u optimalnim uslovima povecana
koncentracija H202 u odnosu na divlji tip. Ovo povecanje koncentracije vodonik-
peroksida je nastalo kao posledica smanjene aktivnosti enzima katalaze u listovima ovih
mutanata. Ovi genotipovi su se odlikovali i pove¢anom aktivno$¢u enzima tipa gvajakol
1 askorbat peroksidaza, ¢ime se delimi¢no kompenzovala smanjena aktivnost katalaza, a
Sto ukazuje na povezanost aktivnosti peroksidaza sa koncentracijom ABA. Rezultati
Unyayar i Cekig (2005) su pokazali i da se u listovima genotipa notabilis moze povecati
antioksidativna aktivnost primenom stresa suSe ili egzogenom aplikacijom ABA.
Povezanost antioksidativne aktivnosti sa ovim biljnim hormonom moze da objasni vec¢i
procenat promene vitamina C i antioksidativnog kapaciteta koji je u naSem ogledu
umerene suSe utvrden kod divljeg tipa u poredenju sa ABA-deficitarnim flacca
mutantom.

Poredenje efekata umerene suse u ogledima sa MAGIC TOM populacijom,
pokazuje vecu sli¢nost divljeg tipa i1 flacca sa Ceri genotipovima MAGIC TOM

populacije, nego sa genotipovima sa krupnim plodovima (Levovil i LA0147), kada je u
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pitanju sadrzaj vitamina C. Antioksidativni kapacitet u listovima je u oba ogleda
umerene suse povecan u uslovima vodnog deficita kod svih genotipova, sa tim §to
postoje odredene genotipske razlike u stepenu promene. Najmanji stepen promene
antioksidativne aktivnosti je detektovan kod mutanta flacca, $to ukazuje da je ABA-
mutacija smanjila i kapacitet za otklanjanje slobodnih kiseoni¢nih radikala koji se
javljaju u uslovima oksidativnog stresa.

Nasa ispitivanja su obuhvatila i efekte umerene i jake suSe na akumulaciju ABA u
listovima 1 korenovima Ailsa Craig i flacca mutanta (Graf.11 i 13). To je od posebnog
znacaja jer jedna od prvih biohemijskih promena u biljkama prilikom primene vodnog
deficita jeste akumulacija ABA. Biosinteza ovog biljnog hormona se odvija u listovima
i korenovima, kao i u vaskularnim tkivima, a dvosmerni transport (recirkulacija) izmedu
korena i nadzemnog dela se moze vrsiti 1 ksilemom i floemom (Kuromori et al., 2018).
Poznato je da se redukcija vodnog potencijala u zemljistu detektuje od strane korenova,
u kojima smanjenje vodnog potencijala dovodi do pokretanja puteva sinteze ABA, koja
se zatim transportuje putem ksilema do listova (Wang et al., 2012). Medutim, uloga
ABA sintetisane od strane korenova u zatvaranju stoma jo$ uvek nije rasvetljena jer
pojedina istrazivanja ukazuju na ¢injenicu da je ABA sintetisana u listovima dovoljna za
pokretanje mehanizma zatvaranja stoma (Dodd et al., 2009), dok ABA poreklom od
korena ima manji znacaj. Promene nivoa ovog hormona su stoga vezane i za druge
izvore, a ne isklju¢ivo za biosintezu na nivou korena. Rezultati ispitivanja akumulacije
ABA u listovima i korenovima su pokazali da je koncentracija ABA u kontrolnim
uslovima bila 4 puta veca u listovima nego u korenovima divljeg tipa, dok je ta razlika u
kapacitetu za akumulaciju ABA u listovima i korenovima flacca biljaka bila nesto
manja (oko 3 puta). Umerena suSa je dovela do povecanja koncentracije ABA u
listovima divljeg tipa od 115%, a na nivou korena 112%, dok je kod mutanta to
povecanje bilo manje i iznosilo je 79% na nivou lista, odnosno 51% na nivou korena
(Graf.11). Jak stepen stresa je izazvao veci porast sadrzaja ABA nego umerena susa.
Pod dejstvom jake suSe ove promene u ispitivanim organima su bile jo§ vece (Graf.13) i
to posebno kod divljeg tipa (u listovima - 242%, korenovima -164%) u odnosu na flacca
(u listovima - 123%, korenovima - 89%).

Moles et al. (2018) su utvrdili poveéanje koncentracije ABA u listovima i

korenovima kod razli¢itih genotipova paradajza u uslovima stresa suSe. Procenat
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povecanja sadrzaja ABA je viSe bio izrazen na nivou listova u odnosu na povecanje na
nivou korena, kao §to je to utvrdeno i u nasem ogledu. Uocene niZe koli¢ine ABA kod
oba ispitivana genotipa u korenovima, u poredenju sa listovima, u oba ogleda suse, se
mogu objasniti rezultatima Manzi et al. (2015). Rezultati ovih autora su pokazali da do
ograni¢ene biosinteze ABA u korenovima dolazi usled male kolic¢ine karotenoida u
ovim biljnim organima. Ipak, poveéanje koncentracije ABA u korenovima je svakako
bitno jer predstavlja rani odgovor na vodni deficit i ima uticaj na elongaciju korena i
gustinu korenskih dlaka (Xu et al., 2013). Medutim, nasa istraZivanja nisu obuhvatila
ispitivanja razvoja korenova. U nasem ogledu kod genotipa flacca je primetno da je u
uslovima stresa doslo do duplo vece akumulacije ABA u listovima nego u korenovima,
za razliku od divljeg tipa (Graf. 11). Primeéena razlika u akumulaciji ABA u biljnim
organima genotipa flacca ukazuju i na moguénost poremecenog bazipetalnog transporta
metabolita kod ABA-deficitiranog mutanta. Mutacija prisutna kod genotipa flacca,
prema Sagi et al. (1999), ne dovodi do promena samo u akumulaciji, ve¢ i u transportu
ABA, odnosno smanjenje koncentracije ABA u korenu dovodi do manjeg transporta u
ksilem. Kod divljeg tipa je procenat promene u listovima i korenovima sli¢an, ali je
koncentracija ABA daleko visa u listovima. Iako pojedini autori navode da je koli¢ina
ABA priblizno jednaka u korenovima i listovima divljeg tipa i mutanta flacca (Sagi et
a., 1999), rezultati Muioz-Espinoza et al. (2015) su u skladu sa nasim rezultatima gde je
sadrzaj ABA u korenovima genotipa flacca bio nizi od sadrzaja ABA u listovima.
Istrazivanja u oba naSa eksperimenta (umerena i jaka susa), kao i kod MAGIC
TOM populacije, nisu ukljucila merenja ksilemske ABA koja moze direktno na ukaze
na korelativne odnose izmedu ABA i reakcija stoma. To nije uradeno zbog teSkoca u
prikupljanju dovoljne koncentracije ksilema za merenje ABA sa ELISA testom.
Medutim, nasa merenja reakcija stoma su bila pracena odgovaraju¢im merenjima
koncentracije ABA u listovima svih ispitivanih genotipova, tako da veca/manja
akumulacija ABA u listovima moze indirektno da objasni veéu/manju redukciju
otvorenosti stoma. Proki¢ (2009) je u ranijoj vegetativnoj fazi izlagala biljke Ailsa Craig
i flacca dejstvu suSe i poredila koncentraciju ksilemske ABA, potenijal vode i reakcije
stoma. Na osnovu ovih rezultata je zakljucila da su reakcije stoma kod oba genotipa
indukovane hemijskim signalima cije je poreklo razlic¢ito (kod Ailsa Craig ksilemska

ABA obrazovana u listovima, a kod flacca u korenu).
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Mali porast u koncentraciji ABA i suSa u listovima mogu izazvati znacajne
promene u ekspresiji gena (Nitsch et al., 2012). Ispitivanja Milosavljevi¢ et al. (2012)
ekspresije TAOI, NCED 1 EILI u listovima Ailsa Craig, ukazuju na sinergisticko
dejstvo signalnih puteva za ABA i etilen. Kod flacca je bila smanjena ekspresija NCED
gena, a povecana EILI, $§to indirektno ukazuje na porast u koncentraciji etilena (iako
nije merena koncentracija). Prema hipotezi Sharp et al. (2000) ABA ima ulogu odrzi
rastenje tako S$to ograniCava obrazovanje etilena. S druge strane, rezultati Mufioz-
Espinoza et al. (2015) ukazuju da smanjenje ekspresije NCEDI gena koje je
detektovano kod mutanta flacca, moze biti posledica negativne regulacije usled
akumulacije metabolita tipa ksantoksina i ABA-aldehida. Stoga objaSnjenje manje
povrsine listova i mase flacca mutanta u odnosu na divlji tip moZe biti posledica
smanjene produkcije ABA ili povecanja koncentracije etilena. Isti autori ukazuju i da se
interakcije i sa drugim hormonima (jasmonskom i salicilnom kiselinom) moraju uzeti u
razmatranje za objasSnjenje efekata suse na flacca mutante.

Veliki stepen povecanja ABA u listovima paradajza pod dejstvom jake suse je
najcesce posledica promena na nivou biosinteze. Ipak, iako kod vec¢ine genotipova pod
dejstvom jakog stresa suse dolazi do pojacane eskpresije NCED gena, postoje
genotipovi kod kojih ne dolazi do promena na nivou ekspresije, a svakako dolazi do
povecanja sadrzaja ABA. Ovo ukazuje na postojanje alternativnih mehanizama koji
vode regulaciji sadrZaja ovog biljnog hormona u listovima, dok se nivo NCED
ekspresije i u kontrolnim uslovima odrzava na prili¢cno visokom nivou (Landi et al.,
2017).

Pojacana akumulacija ABA je uocena i u uslovima umerene suse kod MAGIC
TOM populacije (Graf. 2), pri ¢emu je stepen akumulacije bio nizi (od 12-48%) nego
stepen povecanja u listovima divljeg tipa i mutanta flacca (79-115%). Velika
varijabilnost u stepenu promene koncentracije ABA ukazuje na genotipsku specifi¢nost
akumulacije ovog biljnog hormona. Koli¢ina ABA u listovima mutanta flacca u
uslovima stresa je niza ne samo od koncentracije u listovima drugih genotipova
izloZzenih umerenoj susi, ve¢ i od koncentracije ABA u listovima MAGIC TOM

populacije i Ailsa Craig biljaka gajenih u optimalnom vodnom rezimu.
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6.2.2. Efekat suSe na plodove

Stepen stresa suse je uticao i na proces sazrevanja plodova, tako da u uslovima jake
suse, zbog venjenja biljaka nije doslo do faze potpunog sazrevanja plodova, pa su stoga
ispitivani parametri kvaliteta plodova kada je plod bio u ranijoj fazi sazrevanja (tzv.
turning fazi). Za razliku od jake suSe, umerena susa nije uticala na sazrevanje plodova,

tako da su ispitivanja obavljena kod zrelih plodova.

6.2.2.1. FizioloSki procesi

Najizrazitiji efekti suSe na morfologiju plodova paradajza su rezultat promena u veli¢ini
1 masi plodova, S$to u velikoj meri zavisi i od intenziteta suSe. Ispitivanja sveze mase i
prec¢nika ploda u naSim ogledima su pokazala da su umerena i jaka suSa izazivale
redukciju ovih parametara kod oba ispitivana genotipa, a pri tome je efekat bio vise
izrazen kod flacca u odnosu na divlji tip (Tab. 15 i 26). Flacca plodovi su se u oba
tretmana suse odlikovali i manjom svezom masom i veli¢cinom u odnosu na plodove
divljeg tipa (Tab.15 1 26). Uprkos ve¢em smanjenju mase ploda u jakoj susi u odnosu
na umerenu, doslo je do odrzavanja sadrzaja suve materije na nivou prisutnom i u
umerenoj suSi. Na osnovu toga se moze zakljuciti da je redukcija veli¢ine plodova
nastala kao rezultat dejstva suse na procese rastenja i izduzivanja celija plodova.

Kao sto je ve¢ prethodno istaknuto, uzroci redukcije mase ili pre¢nika plodova
izazvanih suSom mogu biti razliCiti (stepen i trajanje stresa, abnormalno razvice
plodnika, smanjeni transport vode i asimilata u plodove, pojacana abortivnost cvetova,
ogranicena produkcija asimilata u plodovima i dr.). U literaturi postoje razli¢iti podaci
o efektu suse na plodove. Tako su rezultati Patan¢ et al. (2011) u ogledu sa 4 razli¢ita
tretmana suse pokazali da u slucaju veoma rane primene stresa suSe dolazi do znac¢ajnog
opadanja u suvoj biomasi plodova ukoliko je stres intenzivan, ali da u slu¢aju umerenog
stresa ne dolazi do promene u suvoj masi plodova. Pojedina istrazivanja ukazuju da ne
dolazi do smanjenja veli¢ine plodova paradajza ukoliko se umereni stres suSe primeni
od faze cvetanja nakon perioda optimalnog obezbedivanja vodom (Topcu et al., 2007).
Sa druge strane, jak stres moze negativno da se odrazi na precnik i velic¢inu plodova
(Ozbahce i Tari, 2010), kao i umeren stres primenjen jos pre faze cvetanja (Patané et al.,

2011) ili tokom citavog perioda razvica biljke (Nuruddin et al, 2003). Redukcija sveze
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mase plodova u nasim ogledima umerene i jake suse je u skladu i sa drugim literaturnim
podacima (Wahb-Allah et al., 2011; Sivakumar i Srividhya, 2016).

Nasi rezultati su pokazali da su plodovi genotipa flacca imali manji precnik i
manju svezu masu u odnosu na divlji tip u uslovima optimalnog vodnog rezima, a sli¢na
razlika je utvrdena i u obe suSe. Rezultati Freitas et al. (2011) su pokazali da ukupna
masa ploda zavisi od koncentracije ABA. Nitsch et al. (2012) su takode utvrdili da
flacca ima manje plodove u odnosu na divlji tip, a stepen redukcije veliine i mase
ploda je bio jos§ vec¢i kod duplih mutanata flacca/notabilis. Redukcija veliCine ploda se
odrazava na nivou placente, lokula i perikarpa. PoSto mutacija kod genotipa flacca
takode pogada i aktivnost aldehid-oksidaze koja je bitna za sintezu auksina, uocene
promene mogu biti rezultat smanjenje sinteze i ovog biljnog hormona. Medutim, jo$
uvek nije razjaSnjeno da li su u pitanju antagonisticki odnosi ABA i auksina, jer su
rezultati Nitsch et al. (2012) pokazali da ne postoji korelacija izmedu niskih
koncentracija ABA i sadrzaja auksina. Rezultati ovih autora su pokazali da su za manju
veli¢inu plodova najverovatnije odgovorni antagonisticki odnosi ABA 1 etilena. Ipak,
pojedini rezultati ukazuju da ABA uti¢e na rast ploda i preko etilen-nezavisnog puta
(Dodd et al., 2009). Nasa ispitivanja koncentracije ABA u perikarpu plodova su
potvrdila rezultate za koren i listove divljeg tipa, jer je koncentracija ABA bila znacajno
veca (za 56%) u perikarpu plodova divljeg tipa u odnosu na mutant flacca u kontrolnim
uslovima. Umerena i jaka suSa su mnogo vise uticale na povecanje sadrzaja ABA (Graf.
14) kod divljeg tipa (49% 1 276%) u odnosu na povecanje kod flacca (38% 1 150%).

Uticaj ABA na rastenje ploda paradajza je pokazan i od strane drugih autora
(Muller et al., 2011). Prema hipotezi Sharp et al. (2000) o antagonistickom dejstvu ABA
i etilena na procese rastenja, stimulativni efekat koji ABA ima na rast ploda je
delimi¢no baziran na sposobnosti ovog hormona da inhibira sintezu etilena. Pozitivan
efekat ABA na celijsku ekspanziju izostaje kod genotipa flacca usled smanjene
koncentracije ABA, pa su stoga plodovi manji. Nedostatak ABA pogada kako fazu
¢elijskih deoba, tako i fazu izduzivanja ¢elija. Ipak, pojedini autori su primetili da kod
ABA-deficitarnih mutanata nije uocena razlika u broju ¢elijskih slojeva tokom pocetka
sazrevanja ploda (tzv. breaker stadijumu), dok je prosecna veliina Celija smanjena

(Nitsch et al., 2012). Sve ovo ukazuje na to da ABA stimuliSe transport materija iz
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floema u placentu, perikarp i lokule, ¢ime stimulise rast ploda i depoziciju komponenata
suve materije.

Tokom razvi¢a ploda dolazi do porasta koncentracije ABA u fazi rasta celija
ploda (Gillaspy et al., 1993), a kako se blizi kraj ove faze, dolazi i do opadanja sadrzaja
ABA u perikarpu do kraja faze celijskog rasta (Marjanovi¢ et al., 2015). Najveca
koli¢ina ABA u plodu je skladiStena u semenima i lokulima. U ranim fazama razvic¢a
ploda dolazi do akumulacije ABA u perikarpu i lokulima, u kojima i ¢ak 50 dana nakon
cvetanja postoji mali pik ABA. Akumulacija ABA u razli¢itim delovima ploda i fazama
razvi¢a ukazuje na specificne uloge ABA u reproduktivnom razvi¢u paradajza (Kojima
et al., 1993). Porast ABA u semenima pocinje u fazi nezrelog ploda koji joS uvek raste i
dostize maksimum tokom tzv. breaker stadijuma, za razliku od koncentracije ABA u
perikarpu koja ima maksimalan pik u tzv. turning fazi, a nakon toga se koncentracija
smanjuje do faze pune zrelosti ploda (Zhang et al., 2009). Maksimum produkcije etilena
u semenima je u tzv. turning stadijumu, dok je maksimalna koncentracija etilena
prisutna u tzv. pink stadijumu ploda, kada se javlja porast koji je pra¢en naglim padom
u stadijumu zrelog ploda. Maksimalna koncentracija etilena u plodu je znatno viSa nego
koncentracija u semenima, dok je kolicina ABA visa u semenima nego u perikarpu
ploda (Zhang et al., 2009). Ovakva dinamika promene ABA u plodovima ukazuje na
¢injenicu da je ABA glavni inicijator sinteze etilena u plodovima. Rezultati merenja
ABA u perikarpu ploda Ailsa Craig od strane istih autora pokazuju slicne vrednosti
ABA koje su dobijene i u naSem ogledu ukoliko su primenjeni optimalni uslovi
navodnjavanja biljaka.

Uloga ABA u procesima sazrevanja i senescencije plodova, je utvrdena kako
kod klimakteri¢nih, tako i kod neklimakteri¢nih plodova (Yang i Feng, 2015). U
rastenju plodova znacajnu ulogu imaju i enzimi. Ispitivanja efekata tehnike delimi¢nog
susenja korenova na rastenje plodova Ailsa Craig i flacca, su pokazala da se porast
aktivnosti enzima jonski vezane peroksidaze u ¢elijskim zidovima perikarpa ostvaruje u
fazi zavrSetka rastenja ¢elija i pocetka sazrevanja plodova (Marjanovi¢ et al., 2015). Ovi
rezultati su takode ukazali i na antagonisticke efekte izmedu aktivnosti peroksidaze i
akumulacije ABA u perikarpu plodova.

U uslovima optimalnog navodnjavanja, kao i u uslovima vodnog deficita, u

plodovima MAGIC TOM populacije je izmerena visa koncentracija ABA nego u
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plodovima genotipova Ailsa Craig i flacca. Sa obzirom na to je najveca koncentracija
ABA u plodu lokalizovana u semenima i lokulima, uoCene razlike poticu od
metodologije uzorkovanja — kod MAGIC TOM genotipova je za analize koriS¢en ceo
plod, dok je za analize ABA u plodovima dva genotipa iz fitokomore uzorkovan samo
perikarp. Nacelno je procenat povecanja ABA u plodovima MAGIC TOM populacije
visi nego kod Ailsa Craig i flacca, Sto je posledica pojacane akumulacije ABA u
semenima. Zhang et al. (2009) su pokazali da se u semenima akumulira i do Cetiri puta
viSe ABA nego u perikarpu ploda u tzv. breaker stadijumu, odnosno duplo vise u fazi

zrelog ploda, $to se odrazava i na rezultate merenja ABA kod MAGIC TOM populacije.

6.2.2.2. Biohemijski i metabolicki procesi - primarni metaboliti

Ukus ploda je uglavnom odreden sadrzajem Secera koji uti¢e na percepciju i samim tim
je znaCajan parametar kvaliteta ploda. Sadrzaj solubilnih materija u plodu koji se
odreduje putem Brix skale je uglavnom baziran na sadrZaju Secera (glukoza, fruktoza i
saharoza) i Secernih alkohola (manitol i sorbitol) koji su najviSe zastupljeni i ¢ine oko
85% °Brix jedinice (Magwaza i Opara, 2015). Stoga su u naSim rezultatima °Brix
vrednosti predstavljene kao pokazatelj rastvorljivih Secera. Povecanje sadrzaja Secera
nije isklju¢ivo znaCajno sa aspekta formiranja ukusa plodova, ve¢ i sa aspekta
industrijske prerade jer plodovi sa viS§im sadrzajem rastvorljivih materija zahtevaju
manje energije za evaporaciju vode iz plodova tokom pravljenja koncentrovanog soka
(Favati et al., 2009).

Rezultati ogleda (Tab.16 i 27) su pokazali da je suSa uticala na sadrzaj
rastvorljivih Se¢era u plodovima i to vise kod plodova divljeg tipa nego kod flacca, kao i
da je povecanje bilo viSe izrazeno u jakoj susi (divlji tip - 41%; mutant flacca - 25%), u
poredenju sa umerenom susom (divlji tip - 27%; mutant flacca - 10%). Biosinteza i
metabolizam Secera se menjaju tokom procesa sazrevanja plodova, pocev od faze
zelenog ploda u kojoj se akumulira skrob koji se kasnije razlaze na proste Secere koji su
najvise zastupljeni u zrelom plodu. Iako postoje genotipske specificnosti u pogledu
dinamike i stepena promene °Brix vrednosti koje su vezane za akumulaciju Secera, kod
veéine genotipova najve¢i skok sadrzaja rastvorljivih materija prisutan je u fazi
dobijanja crvene boje plodova (eng. pink stage), kao i u fazi pune zrelosti ploda (Duma

et al., 2015).
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Reakcije biljaka paradajza na stres suse mogu biti genotipski specificne, pa
koli¢ina solubilnih materija moze biti povecana ili redukovana u zavisnosti od sorte.
Ispitivanja Klunklin i Savage (2017) su pokazala da promene sadrzaja rastvorljivih
materija (°Brix) u uslovima suse nisu pracene promenama u pH ploda, §to ukazuje da u
tim uslovima nije doslo do znacajnih promena u sadrzaju organskih kiselina. Rezultati
Nuruddin et al. (2003) su pokazali da plodovi koji su izloZeni stresu suse samo tokom
faze cvetanja imaju manje solubilnih materija u odnosu na plodove koji su izloZeni susi
u fazi rastenja i sazrevanja ploda. U ovakvim plodovima je sadrzaj rastvorljivih materija
bio visi za 16-28% u odnosu na kontrolu koja je optimalno navodnjavana, §to je u
skladu sa nasim rezultatima. Rezultati povecanja sadrzaja Secera u uslovima jake suse u
nasSem ogledu su u skladu i sa podacima Nahar i Ullah (2017), koji su pokazali da sa
porastom jaCine stresa, raste stepen akumulacije solubilnih materija, pa su tako u
uslovima jake suSe dobili povecanje sadrzaja glukoze za 100%, fruktoze za 30% i
saharoze za 72%.

Titrabilna kiselost plodova koja se odnosi na sadrzaj organskih kiselina,
prevashodno limunske kiseline, je takode bitna za percepciju ukusa. Njene vrednosti se
menjaju tokom rastenja ploda, od najnizih tokom tzv. mature green faze da bi tokom
sazrevanja doSlo do ponovnog porasta sa maksimumom u tzv. pink stadijumu ili u fazi
zrelog ploda, §to je genotipski specificno (Nour et al., 2014). Smanjenje titrabilne
kiselosti tokom sazrevanja plodova moze biti posledica i promene odnosa kiselina,
smanjenja sadrZaja malata koji je kod klimaktericnih plodova osnovni supstrat za
respiraciju (Kortstee et al., 2007). Malat je blisko povezan sa metabolickim putevima
koji uticu na akumulaciju solubilnih materija, posebno znacajan za aktivaciju ADP-
glukozne pirofosforilaze i akumulaciju skroba i solubilnih Se¢era (Centeno et al., 2011;
Batista-Silva et al., 2018). Literaturni podaci pokazuju da postoje genotipske razlike u
titrabilnoj kiselosti, kao i u dinamici promena ovog parametra. Rezultati Moneruzzaman
et al. (2008) su potvrdili da je vrednost titrabilne kiselosti opadala ka fazi pune zrelosti
(0,03% ekvivalenta limunske kiseline), dok pojedini autori su dobili u fazi zrelosti
vrednosti koje su viSe od rezultata iz naSeg ogleda, oko 0,5% ekvivalenta limunske
kiseline (Duma et al., 2015).

Stres suse moze uticati pored povecanja sadrzaja Secera i na sadrzaj organskih

kiselina u plodovima, pri ¢emu se stepen akumulacije povecava sa jaCinom primenjenog

138



stresa. Pojedini rezultati pokazuju da stres suSe povecava sadrzaj Secera i kiselina u
plodovima, ali da jaci stres ne utice na pojacanu akumulaciju. Kada je re¢ o titrabilnoj
kiselosti u naSim ogledima, susa je u oba tretmana povecala ove vrednosti i to nesto vise
u uslovima jake, nego umerene suse (Tab.17 i 28). Genotipske razlike su se viSe
ispoljile u jakoj susi kada je povecanje kiselosti plodova bilo nesto veée u plodovima
flacca (60%), nego u plodovima divljeg tipa. Rezultati Hurtado-Salazar et al. (2018) su
pokazali da u uslovima umerene i jake suSe dolazi do porasta sadrzaja solubilnih
materija 1 titrabilne kiselosti, ali bez statistiCcki znacCajnih razlika izmedu dva stepena
suSe. Slicno tome velike razlike u sadrzaju kiselina izmedu jake i slabe suSe nisu
dobijene ni u nasim ogledima.

Promene u sadrzaju Secera (°Brix) i organskih kiselina (titrabilna kiselost) u
plodovima u uslovima stresa suse najceS¢e su rezultat koncentrovanja rastvora usled
pojave dehidratacije tkiva. Pojava stresa suSe od faze cvetanja ili u fazi razvica i
sazrevanja plodova paradajza dovodi do porasta sadrzaja rastvorljivih materija, kao 1
titrabilne kiselosti ploda (Patan¢ et al., 2011). To se pre svega moze objasniti
koncentracionim efektom izazvanim manjim snadbevanjem ploda vodom, nego
biosintezom Secera ili kiselina. Koncentracioni efekat susSe na sadrzaj Secera i organskih
kiselina su potvrdili i drugi autori (Guichard et al., 2001; Ripoll et al., 2016a,b).
Rezultati Hashem et al. (2018) su pokazali da redukcija navodnjavanja za 30% u odnosu
na kontrolu dovodi do porasta sadrzaja solubilnih materija (od 7 do 28%) i titrabilne
kiselosti usled koncentracionog efekta, Sto je slucaj i sa promenama u nasem ogledu
(Tab. 16 1 28). Nasi rezultati su na osnovu analize efekata umerene suse utvrdili da je
povecan sadrzaj ukupnih Secera (°Brix) rezultat uglavnom koncentracionog efekta kod
oba genotipa, pri cemu kod mutanta flacca to ne iskljucuje mogucnost da je doslo i do
promena u metabolizmu (Tab. 21). Kada je re¢ o jakoj susi podaci pokazuju da je
koncentracioni efekat u plodovima izrazeniji u odnosu na umerenu susu, kod od oba
genotipa (Tab. 32). Promene sadrzaja organskih kiselina na bazi sveze mase u umerenoj
i jakoj suSi pokazuju da je do povecanja njihovog sadrzaja doslo usled pojave
dehidratacije, odnosno kao rezultat koncentracionog efekta kod oba ispitivana genotipa.

Rezultati nekih autora su pokazali da efekat suSe na biosintezu Secera i
organskih kiselina moZe biti i negativan, pre svega kao posledica dejstva suse na

transport ovih jedinjenja iz listova u plodove, jer se uticajem na turgor floema smanjuje
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fluks ovih materija ka organima primaocima (Muller et al., 2011). Rezultati Ripoll et al.
(2016b) su pokazali da je akumulacija saharoze, kao jednog od najvaznijih osmotikuma,
od posebnog znacaja za osmotsko prilagodavanje i odrZanje turgora kod genotipova sa
krupnijim plodovima. To se moze se odnositi i na krupne plodove u nasem ogledu sa
MAGIC TOM populacijom. Iako nije meren osmotski potencijal i sadrzaj saharoze, nasi
rezultati akumulacije ukupnih Seéera, sveze mase i precnika plodova, indirektno ukazuju
da je mehanizam osmotskog prilagodavanja doprineo da se ovi parametri kod Ailsa
Craig manje promene u susi, nego $to je to bio slucaj sa flacca plodovima. Ipak, manji
stepen akumulacije Sec¢era kod mutanta flacca u odnosu na divlji tip je takode posledica
smanjenje koli¢ine ABA, za koju je poznato da moze uticati na transport materija u
plodove (Nitsch et al., 2012). Povecanje sadrzaja Secera i kiselina u plodovima
paradajza se pozitivno odrazava na percepciju ukusa ploda (Nahar et al., 2011). U
naSem ogledu umerene suse, kod genotipa flacca je doslo do blagog povecanja Secera i
velikog poveCanja kiselina u plodovima koji su se i inaCe odlikovali viSom
koncentracijom kiselina, pa se generalno moze zakljuciti da se ukus plodova ovog
genotipa pogorsao u uslovima stresa.

Rezultati Bastias et al., (2014). ukazuju da je u regulaciji sinteze Secera i
organskih kiselina posebno znacajan ABA-regulisani transkripcioni faktor SIAREBI.
Ovaj transkripcioni faktor utiCe na ekspresiju gena za saharoznu sintetazu (SUS2 i
SUS3) i invertazu celijskog zida (LIN5 i LIN 7). Ove grupe enzima su klju¢ne za
stvaranje rezervi heksoza koje nastaju nakon transporta saharoze u plodovima koji
sazrevaju. Takode, rezultati ovih autora pokazuju da je za sadrzaj saharoze u plodovima
znacajna aktivnost 77V 1 gena, koji kodira vakuolarnu invertazu, kao i SPS gena, koji
kodira saharozo-fosfat sintetazu. Ekspresija ovih gena je takode regulisana SIAREBI
transkripcionim faktorom. Ovaj transkripcioni faktor utice i na akumulaciju organskih
kiselina delovanjem na ekspresiju gena koji kodiraju enzime mitrohondrijalnu citrat-

sintazu i malat dehidrogenazu.

6.2.2.3. Sekundarni metaboliti i nutritivna vrednost plodova

U uslovima stresa suse moze da se javi i sekundarni, oksidativni stres (Fanciullino et al.,
2014). Biljke reaguju na oksidativni stres sintezom jedinjenja koja imaju sposobnost

neutralizacije slobodnih radikala zahvaljuju¢i signalima koji dolaze od lista ka
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plodovima (Poiroux-Gonord et al., 2010). Vitamin C predstavlja znacajan sekundarni
metabolit za antioksidativnu odbranu biljaka, a takode ima ulogu kofaktora pojedinih
enzima u oksidativnim reakcijama (Fenech et al., 2019). Plodovi paradajza imaju
umerene koli¢ine vitamina C u odnosu na neke druge vrste biljaka, medutim, usled
Siroke potrosnje predstavljaju veoma bitan izvor vitamina C. Sadrzaj askorbinske
kiseline tokom sazrevanja plodova se menja i specifian je za biljnu vrstu. Kod
paradajza se sadrzaj vitamina C povecava tokom sazrevanja, $to je u korelaciji sa
promenama u aktivnosti enzima bitnih za odrZanje redoks stanja ploda tokom tzv.
breaker stadijuma (Gautier et al., 2008; Ye et al., 2014). Duma et al. (2015) su
zabelezili najvise vrednosti vitamina C u tzv. pink stadijumu, ali je kod nekih kultivara
priustan i u stadijumu zrelog ploda (Nour et al., 2014).

Ispitivanja koncentracije vitamina C u plodovima u naSim ogledima umerene i
jake susSe su pokazala da u kontrolnim uslovima, optimalne obezbedenosti vodom,
sadrzaj vitamina C je bio ve¢i kod plodova koji su bili u fazi zrelosti u umerenoj susi, u
odnosu na plodove u jakoj susi koji su bili u ranijoj fazi razvi¢a tzv. turning fazi. Nasi
rezultati su ukazali na razlike u sadrzaju vitamina C u kontrolnim uslovima izmedu
zrelih plodova iz umerene suSe (22,85 mg/100 g sveze mase kod divljeg tipa i 20,10
mg/100 g sveze mase kod mutanta flacca) i plodova iz jake suse u tzv. turning fazi
(15,78 mg/100 g sveze mase kod divljeg tipa i 17,28 mg/100 g sveze mase kod mutanta
flacca). Vrednosti sadrzaja vitamina C u kontrolnim uslovima kod oba genotipa su bile
viSe od nekih literaturnih podataka. Tako su Pavlovi¢ et al. (2017), u ogledu sa
komercijalnom sortom paradajza i selekcionim linijama utvrdili sadrzaj vitamina C koji
se kretao od 5,71 do 10,86 mg/100 g sveze mase. Drugi autori su zabeleZili visi opseg
variranja sadrzaja vitamina C u plodovima paradajza, od 8 do 41,6 mg/100 g sveze
mase ploda (Frusciante et al., 2007; Kavitha et al., 2013). Vrednosti vitamina C su bile
znatno vise kod genotipa MAGIC TOM populacije u kontroli (od 50,41 do 57,15
mg/100 g sveze mase). To moze biti posledica pre svega genotipske specifi¢nosti, ali i
rezultat drugacijih ekoloskih uslova gajenja paradajza.

Rezultati niza autora su takode pokazali da primena stresa suSe dovodi do
povecanja sadrzaja vitamina C (Favati et al., 2009; Patan¢ et al., 2011; Murshed et al.,
2013), koji je bitna komponenta antioksidativne odbrane biljaka od abiotickog stresa

(Venkatesh 1 Park, 2014). Pojedini autori ukazuju na genotipsku specifi¢nost reakcije
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biljaka na akumulaciju vitamina C i karotenoida (Nour et al., 2015), pri ¢emu faza
razvic¢a u kojoj je stres primenjen, intenzitet i trajanje stresa uticu znacajno na stepen
akumulacije (Ripoll et al., 2016a,b). Nasi rezulati su pokazali da je umerena suSa dovela
do manjeg povecanja sadrzaja vitamina C (Tab. 19), kod divljeg tipa vitamin C je
povecan za 84%, dok je u plodovima mutanta flacca povecéanje iznosilo 55%. U ogledu
jake suSe, u plodovima Ailsa Craig susa je izazvala porast sadrzaja vitamina C za 245%,
dok je kod mutanta flacca povecanje iznosilo 178% (Tab. 30). Rezultati Nahar i Ullah
(2017) su pokazali da ukoliko se primene umeren i jak stres suSe dolazi do porasta
sadrzaja vitamina C u plodovima, koji je u korelaciji sa stepenom stresa (u jakoj susi se
povecava za 175%), a §to je sli¢no kao i u naSem ogledu jake suse.

Literaturni podaci su takode pokazali da postoji korelacija sadrzaja vitamina C sa
tolerancijom genotipova na vodni deficit (Zhang et al., 2011; Garchery et al., 2013).
Takode, sadrzaj Sefera u velikoj meri moze da utiCe na akumulaciju ovih
antioksidativnih jedinjenja. Seceri su neophodni kao supstrat za biosintezu askorbata, ali
i kao signalni molekuli. Prema Hanson i Smeekens (2009) signalna uloga Secera se
odrazava uglavnom na fundamentalne c¢elijske procese (rast i razvice biljaka), a takode
je integrisana i sa drugim signalnim putevima (aktivirani stresnim faktorima i biljnim
hormonima). Od posebnog znacaja je povezanost signalnih puteva ABA i Secera
(posebno glukoze). Nasi rezultati su takode indirektno ukazali na povezanost Secera i
signala oksidativnog stresa, jer je uporedo sa povecanjem antioksidativnom kapaciteta
doslo do povecanja sadrzaja vitamina C i Secera u plodovima. Ipak, Gautier et al. (2009)
nisu utvrdili postojanje veze izmedu sadrzaja Secera i vitamina C, dok su pojedini autori
zabelezili pozitivne korelacije izmedu ovih metabolita (Causse et al., 2003; Stevens et
al., 2007).

Poredenja sadrzaja vitamina C u plodovima u umerenoj susi na svezu i suvu masu
(Tab. 21) ukazuje da je do povecanja vitamina C doSlo usled koncentracionog i
metabolickog efekta, pri ¢emu je koncentracioni efekat izrazeniji. lako je u uslovima
jakog stresa koncentracioni efekat takode bio jo§ izraZeniji kod oba genotipa, analiza
promene u odnosu na suvu masu plodova ukazuje i na moguénost da su pokrenuti
putevi biosinteze askorbata (Tab. 32).

Uporedo sa promenom u sadrzaju vitamina C dolazi i do promena u aktivnosti

antioksidativnog sistema kao posledica sekundarnog oksidativnog stresa u uslovima
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vodnog deficita. Povecanje nivoa slobodnih kiseoni¢nih formi u plodu paradajza moze
biti posledica i procesa sazrevanja plodova, ali povecane koli¢ine ovih reaktivnih formi
kiseonika mogu biti izazvane i stresom suse (Jiménez et al., 2002; Giannakoula i Ilias,
2013), sto je u skladu sa nasim rezultatima koji pokazaju porast antioksidativne
aktivnosti u plodovima. Nasi rezultati pokazuju da su umerena i jaka susa u plodovima
oba genotipa izazvale povecanje antioksidativne aktivnosti (Tab. 20 i 31) i da je to
povecanje bilo izrazenije u oba tretmana, u plodovima divljeg tipa (umerena susa - 52%,
jaka susa - 109%) u odnosu na flacca plodove (umerena susa - 42%, jaka susa - 65%).
Kao $to je slucaj i sa listovima, i u plodovima se pod dejstvom stresa suse stvaraju
slobodni radikali koji mogu inhibirati odbrambenu aktivnost antioksidativnih enzima.
Stoga se veliko povecanje antioksidativne aktivnosti u plodovima moze povezati sa
velikim povecanjem sadrzaja vitamina C kao ne-enzimske antioksidativne komponente.

U uslovima stresa suSe aktiviraju se razli¢iti nivoi antioksidativne odbrane, kao
Sto su enzimatske komponente tipa superoksid-dismutaze, glutation reduktaze i askorbat
peroksidaze (Zgallai et al., 2006). Primena perioda rehidratacije posle umerenog stresa
suSe odrzava aktivnost ovih enzima na visokom nivou, kao u periodima stresa (Murshed
et al., 2008). Do porasta antioksidativne aktivnosti dolazi i usled aktivacije
neenzimatskih sistema odbrane i akumulacije ukupnih fenola i flavonoida (Klunklin i
Savage, 2017), kao i akumulacije karotenoida (Sanchez-Rodriguez et al., 2010).
Antioksidativna aktivnost u plodovima biljaka izlozenih jakom stresu suse dovodi do
porasta antioksidativne aktivnosti kod Cetiri razli¢ita genotipa za 7-271%, $to ukazuje na
visoku genotipsku specifi¢nost promene ovog parametra pod dejstvom jake suse
(Klunklin i Savage, 2017). Rezultati pracenja uticaja stresa suse i stresa soli na paradajz
su pokazali da oba stresa izazivaju znacajno povecanje koncentracije H202 i
koncentracije malondialdehida, koji je produkt lipidne peroksidacije i stoga indikator
stepena oksidativnog oStecenja polisaturisanih masnih kiselina ¢elijske membrane
(Giannakoula i Ilias, 2013).

Poredenje vrednosti vitamina C i antioksidativnog kapaciteta sa MAGIC TOM
populacijom pokazuje da je u uslovima umerenog stresa u oba ogleda doslo do veceg
povecanja i vitamina C i antioksidativne aktivnosti. Procenat promene je bio visoko
genotipski specifican, kao Sto i vrednosti u uslovima optimalnog navodnjavanja variraju

u odredenom procentu. Genotipsku specifi¢nost reakcije biljaka na oksidativni stres su
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potvrdili i rezultati drugih autora (Kavitha et al., 2013; Nour et al., 2015; Coyago-Cruz
et al., 2018).

Pokazatelj kvaliteta plodova, ali i antioksidativna komponenta je i karotenoid
likopen koji kod paradajza ima znacajnu ulogu u uklanjanju slobodnih radikala
(Sanchez-Rodriguez et al., 2012). Ispitivanja promena sadrzaja sekundarnih metabolita
tokom sazrevanja plodova paradajza su pokazala da koli¢ina likopena i flavonoida raste
tokom napredovanja procesa sazrevanja plodova. Likopen pocinje da raste od faze
promene boje ploda, tzv. turning stadijuma do faze pune zrelosti, kada je najveci porast
sadrzaja likopena upravo prisutan u finalnoj fazi sazrevanja (Nour et al., 2014; Ye et
al., 2015).

Koncentracije likopena u nasim ogledima, u uslovima kontrole, su u skladu sa
rezultatima zabeleZzenim od strane drugih autora (Sanchez-Rodriguez et al., 2012;
Kavitha et al., 2013; Pavlovi¢ et al., 2017). Istrazivanja efekata stresa suSe na sadrzaj
likopena su pokazala da vodni deficit moze uticati pozitivno na sadrzaj likopena (Favati
et al., 2009), ali i negativno (De Pascale et al., 2007). Rezultati Giannakoula i Ilias
(2013) su pokazali da stres soli izaziva povecanje sadrzaja likopena u plodovima, ali da
pod uticajem stresa suSe ne dolazi do promene u koncentraciji ovog metabolita.
Smanjenje sadrzaja likopena je moguce usled smanjenje koli¢ine saharoze u perikarpu
paradajza (Telef et al., 2006).

Nasi rezultati su pokazali da je u optimalnim uslovima vodnog rezima sadrzaj
likopena bio za 13% veci u plodovima mutanta flacca nego u plodovima divljeg tipa.
Susa je delovala u zavisnosti od stepena stresa i ispitivanih genotipova. U umerenoj susi
je doSlo do povecanja sadrzaja likopena u plodovima divljeg tipa (23%), kao 1 u jakoj
susi (37%), iako su se plodovi nalazili u ranijoj fazi u odnosu na zrele plodove u
umerenoj susi (Tab. 18 i 29). Nasuprot tome, i umerena i jaka susSa su izazvale
smanjenje koncentracije likopena u plodovima flacca biljaka (za 18% 1 26%).

Koncentracija karotenoida je negativno korelisana sa sadrzajem abscisinske
kiseline, Sto objasnjava vecu akumulaciju likopena u plodovima genotipa flacca u
kontrolnim uslovima, u oba ogleda. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima drugih
autora, koju su kod ABA-deficitarnih mutanata flacca i sitiens u optimalnim uslovima
gajenja zabelezili 35% viSe karotenoida nego u divljem tipu i ovo povecanje je

uglavnom bazirano na povecéanju koncentracije likopena (Galpaz et al., 2008). Takode,
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ovi mutanti se odlikuju 1 ve¢im brojem plastida (36% viSe kod mutanta flacca 1 59%
viSe kod mutanta sitiens). Razlike u sadrzaju likopena u odnosu na divlji tip su postale
ocigledne ve¢ u fazi zelenog ploda koji je zavrSio svoje rastenje (tzv. mature green faza)
(Galpaz et al., 2008). Redukovane koncentracije ABA ne samo da uti¢u na sadrzaj
karotenoida, ve¢ i produzavaju duzinu skladiStenja plodova posle branja. Plodovi biljaka
kod kojih je bila suprimirana ekspresija NCED gena su bili ¢vrséi i pogodniji za duze
skladistenje (Sun et al., 2012). Ovi rezultati ukazuju na ulogu koju ABA ima u procesu
razvica i sazrevanja plodova (Yang i Feng, 2015).

Poredenja efekata umerenog i jakog stresa suse na akumulaciju likopena su
pokazala da je u umerenoj susi povecan sadrzaj likopena kod Ailsa Craig rezultat
koncentracionog efekta, dok smanjen sadrzaj likopena kod flacca mutanta ukazuje na
viSe izrazen metabolicki efekat. Sadrzaj likopena u plodovima Ailsa Craig u uslovima
jake suse je prevashodno povecan usled koncentracionog efekta, dok kod mutanta flacca
smanjenje sadrzaja likopena na bazi sveze i1 suve mase ukazuje na izrazenije
metabolicke promene u sintezi likopena.

U uslovima umerene suse, kod veéine genotipova MAGIC TOM populacije je
zabelezeno smanjenje sadrzaja likopena, mada je kod jednog genotipa zabelezen i
stimulativni efekat umerene suSe na akumulaciju likopena u plodu. Kao i u slucaju
MAGIC TOM populacije, i kod genotipova Ailsa Craig i flacca akumulacija likopena

jeste visoko genotipski specifi¢na.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata istrazivanja ove disertacije mogu se izvesti sledeci

zakljucci:

Ispitivanja efekata suSe na listove genotipova MAGIC TOM populacije, a na
osnovu promena u provodljivosti stominih ¢elija i potencijalu vode, su pokazala
da su biljke bile izlozene umerenom stepenu stresa suSe, kao i da su se
genotipske razlike ispoljile samo u reakcijama stominih ¢elija. Pri tome je
redukcija provodljivosti stoma bila viSe izrazena kod genotipova sa krupnim
plodovima (Levovil i LA0147) i to za prose¢no 65%, §to ukazuje na njihovu
vecu osetljivost u odnosu na Ceri genotipove (Plovdiv i LA1420) kod kojih je
redukcija bila oko 44%. Reakcije stominih ¢elija se mogu objasniti i na osnovu
koncentracije abscisinske kiseline (ABA) u listovima u uslovima suse, koja je
kod genotipova sa krupnim plodovima bila znac¢ajno vec¢a (prosecno za 42%) od
koncentracije u listovima ceri genotipova (prose¢no za 14%). Ovi podaci, kao 1
odsustvo genotipskih razlika u potencijalu vode, indirektno ukazuju da se razlike
u provodljivosti stoma mogu objasniti hemijskim, a ne hidrauli¢nim signalima

suse.

Analiza uticaja suse na fizioloske procese u listovima je pokazala da je susa
izazvala redukciju specicne lisne povrsine (SLA) kod svih genotipova, pri cemu
je stepen redukcije bio izrazeniji kod Ceri (prose¢no za 34%), u odnosu na
genotipove sa krupnim plodovima (prose¢no za 12%). Rezultati merenja
fluorescencije hlorofila, kao indikatora efekta i1 stepena suSe na proces
fotosinteze, su pokazali da se kod svih genotipova pod dejstvom suse redukovao
odnos Fv/Fu, ali 1 da je to bilo manje izraZzeno kod Ceri genotipova (za 12%) u
odnosu na genotipove sa krupnim plodovima (za 22%). To upucuje na zakljucak
da je fotosintetski aparat u listovima Ceri genotipova manje osetljiv na susu u

odnosu na listove genotipova sa krupnim plodovima.
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6.

Rezultati merenja pokazatelja biohemijskih i metabolickih procesa su pokazali
da su heksoze (glukoze + fruktoze) bili preovladujuc¢i Seceri u listovima svih
MAGIC TOM genotipova, i u uslovima optimalnog vodnog rezima i u susi. U
susi je doslo do povecanja sadrzaja heksoza, a posebno glukoze i to vise kod Ceri
genotipova (Plovdiva za 67% 1 LA1420 za 161%) u odnosu na kod krupne
(Levovil za 55%), a sli¢no je utvrdeno i za saharozu. Na osnovu toga se moze
zakljuciti da je veca sposobnost listova Ceri genotipova u odnosu na krupne, da u
susi nastave proces fotosinteze. Ispitivanja sadrzaja organskih kiselina u susi su
pokazala statisticki znacajno povecanje samo kod krupnih plodova. Ovi rezultati
ukazuju da se odrzanje potencijala vode u susi u listovima genotipova sa
krupnim plodovima ostvaruje na racun akumulacije organskih kiselina kao

osmotikuma, a kod listova Ceri genotipova na racun akumulacije Secera.

Susa je dovela do povecanja ukupnog antioksidativnog kapaciteta listova, kao i
sadrzaja vitamina C kod svih ispitivanih MAGIC TOM genotipova, pri cemu je
stepen promene bio izraZzeniji kod Ceri genotipova u odnosu na genotipove sa
krupnim plodovima. Na osnovu toga se moze zakljuciti da listovi Cceri
genotipova izlozeni su$i, imaju veci kapacitet za aktivaciju odbrambenog

antioksidativnog sistema od listova genotipova sa krupnim plodovima.

Rezultati ispitivanja efekata suse na plodove su pokazali da je umereni stres suse
imao negativan efekat na svezu masu ploda kod svih analiziranih genotipova iz
MAGIC TOM populacije, da je redukcija prec¢nika (veliine) plodova statisticki
bila znac¢ajna samo kod cCeri genotipova (za 26%), a Sto ukazuje da je stres bio
vise izrazen kod Ceri nego kod krupnih plodova. Veci stepen povecanja sadrzaja
hormona ABA u plodovima kod ceri genotipova (Plovdiv za 65% 1 LA1420 za
55%), u odnosu na genotipove sa krupnim plodovima (Levovil za 45%, a
LAO147 za 39%), moze da objasni razlike u veli¢ini plodova ispitivanih

genotipova izloZenih stresu suse.

Na osnovu ispitivanja uticaja suSe na komponente primarnog metabolizma

(rastvorljivih Secera i organskih kiselina) u plodovima i analize ovih promena sa
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aspekta metabolickog i koncentracionog efekta, moze se zakljuciti da je
povecanje sadrzaja heksoza kod svih genotipova nastalo kao rezultat
koncentracionog efekta. Povecanje sadrzaja saharoze, posebno izrazeno kod
krupnih plodova, nastalo je kao posledica koncentracionog i metabolickog
efekta. Znacajno povecanje ukupne koli¢ine organskih kiselina kod svih
analiziranih genotipova, a posebno kod krupnih plodova u uslovima stresa suse,

nastalo je kao posledica i koncentracionog 1 metabolickog efekta.

Na osnovu analize karotenoida, kao komponenti sekundarnog metabolizma u
plodovima, moze se zakljuciti da su genotipske razlike izmedu Ceri i krupnih
plodova bile najviSe izrazene u koncentracijama fitoena i likopena, koje su u
susi 1 kontroli bile vece u Ceri plodovima, u odnosu na krupne plodove. Slican
trend je utvrden i u sadrzaju B-karotena. Izrazito povec¢ana akumulacija fitoena u
susi (za 71%), kao 1 likopena (za 50%) koja je utvrdena kod genotipa LA1420,
nastala je kao rezultat i koncentracionog i metabolickog efekta. Susa je izazvala
povecanja koncentracije vitamina C u svezoj masi plodova svih analiziranih
genotipova, posebno kod ceri plodova (prose¢no za 46%) u odnosu na krupne

plodove (prosecno za 18%), i to prvenstveno na osnovu koncentracionog efekta.

Rezultati ispitivanja su pokazali da je stres suse u plodovima, kao i u listovima
ispitivanih  genotipova, indukovao povecanje ukupnog antioksidativnog
kapaciteta kod svih analiziranih genotipova, s tim $to je ovaj efekat bio izrazeniji
kod ceri genotipova (prosecno za 68%) u odnosu na genotipove sa krupnim
plodovima (prosecno za 45%). Na osnovu ispitivanja neenzimskih komponenti
antioksidativnih sistema, moze se zakljuciti da je povecanju antioksidativnog
kapaciteta Ceri plodova u velikoj meri doprinela povecana koncentracija

likopena 1 B-karotena.

Medu ispitivanim genotipovima MAGIC TOM populacije, prema reakcijama na
stres suse, posebno se istakao genotip LA1420. koji je srodan divljim rodacima
paradajza. Kod njega je u uslovima umerenog stresa suSe doslo do izrazene

akumulacije heksoznih Secera i1 karotenoida u plodovima u odnosu na druge
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10.

11.

12.

genotipove, §to se odrazilo na poboljSanje kvaliteta plodova. To ukazuje da ovaj
genotip ima karakteristiC¢an adaptivni odgovor u uslovima vodnog deficita, kao i
to da se, sa aspekta genetickog diverziteta, LA1420 moZe koristiti u savremenim

selekcionim programima za stvaranja paradajza tolerantnog na stres suse.

Ispitivanja efekata suSe na pokazatelje vodnog rezima u listovima Ailsa Craig i
mutanta flacca su pokazala da su ovi efekti na oba genotipa zavisili od stepena
stresa kome su biljke bile izlozene. Stres jake suSe je izazvao veci efekat na
zatvaranje stominih ¢elija i pad potencijala vode i kod divljeg tipa (za 83% i
0,91 MPa) i1 kod mutanta (za 62% 1 1,22 MPa), u poredenju sa umerenim
stresom u listovima divljeg tipa (za 52% 1 0,47 MPa) i flacca (za 33% i 0,72
MPa). Ovi rezultati su pokazali da su flacca biljke bile izlozene ve¢em stepenu
stresa od Ailsa Craig biljaka. Do toga je doslo zbog smanjene sposobnosti flacca
biljaka da u uslovima suse zatvore stome i tako sprece dehidrataciju i opadanje

turgora u listovima.

Susa je kod oba genotipa izazvala smanjenje specificne lisne povrsine (SLA), ali
je ona kod Ailsa Craig bila viSe izrazena u uslovima umerene suse, a kod
mutanta flacca u jakoj susi. Kod oba genotipa jaka susSa je, viSe od umerene
suSe, izazvala i redukciju sadrzaja hlorofila u listovima, ali je taj efekat zavisio
od faze sazrevanja plodova u toku koje su uzorci listova analizirani. Najveci
efekat se kod oba genotipa ispoljio u ranijoj fazi sazrevanja ploda (tzv. turning
fazi), Sto ukazuje na povezanost biosinteze hlorofila i procesa sazrevanja

plodova.

Umereni 1 jak stres suSe izazvao je povecanje ukupnog antioksidativnog
kapaciteta listova, kao i sadrzaja vitamina C, i kod Ailsa Craig i kod flacca, ali je
manji stepen promene u uslovima i umerene i jake suSe detektovan kod mutanta
flacca (za 14% 1 30%) u odnosu na divlji tip (za 34% i 51%). Sli¢na je promena
utvrdena i za vitamin C koji se u manjoj meri akumulirao u listovima flacca (za

11% 1 9%) u odnosu na divlji tip (za 17% 1 21%). Na osnovu toga se moze
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14.

15.

zakljuciti da je ABA-mutacija dovela i do smanjenja kapaciteta za odbranu od

oksidativnog stresa izazvanog susom.

Oba tretmana suse su dovela do povecanja akumulacije ABA u listovima i
korenovima, ali je veéi stepen akumulacije kod oba genotipa izmeren u jakoj u
odnosu na umerenu susu, kao i ocekivano kod divljeg tipa u odnosu na flacca.
Manja akumulacija ABA u listovima flacca (sa 243,36 na 541,70 ng/g sveze
mase) u odnosu na divlji tip (sa 387,93 na 1326,99 ng/g sveze mase) moze da
objasni manju redukciju otvorenosti stoma i odgovarajuée promene u
transpiraciji 1 potencijalu vode. Analize akumulacije ABA u listovima i
korenovima i vrednosti potencijala vode, indirektno ukazuju da su reakcije
stominih celija 1 rastenja listova kod flacca primarno rezultat dejstva
hidrauli¢nih signala, a kod divljeg tipa kombinacije hidrauli¢nih i hemijskih

signala.

Efekat umerene suSe je ispitivan kod zrelih plodova, dok su ispitivanja efekata
jake suse obuhvatila plodove u ranijoj fazi razviéa tzv. turning fazi, kada je jak
stres suse onemogucio njihovo dalje sazrevanje. Analiza rezultata je pokazala da
je susa u oba tretmana, delovala tako S§to je doslo do smanjenja sveze mase
plodova i njihove veli¢ine (precnika), i da su ovi efekti bili vise izrazeni u jakoj,
u odnosu na umerenu suSu. PoSto se suva masa plodova nije znacajno
razlikovala u oba tretmana suSe moZze se zakljuciti da je redukcija veliCine
plodova nastala kao rezultat dejstva suse na procese rastenja i izduZivanja celija.
U tome posebno znacajnu ulogu ima hormon ABA ¢ija je veéa koncentracija,
sli¢éno kao i u listovima i korenovima, izmerena i u perikarpu plodova divljeg

tipa, u odnosu na perikarp flacca genotipa.

Ispitivanja efekata suSe na komponente primarnog metabolizma u plodovima su
pokazala da je efekat na akumulaciju Secera bio viSe izrazen u jakoj susi i to i
kod divljeg tipa (za 41%) i kod mutanta (za 25%), u poredenju sa efektima
umerene suSe na plodove Ailsa Craig (27%) i flacca (10%). Analiza rezultata

ukazuje i da je u uslovima umerene suse povecan sadrzaj ukupnih Secera rezultat
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17.

koncentracionog efekta, pri ¢emu se kod mutanta flacca ne isklju¢uje mogucnost
da je doslo i do promena u metabolizmu plodova. Rezultati za jaku susu kod tzv.
turning plodova oba genotipa ukazuju na jo§ izrazeniji koncentracioni efekat.
Sadrzaj organskih kiselina je pod uticajem umerene suSe povecan za 50% u
zrelim plodovima divljeg tipa i 47% kod flacca, dok je jaka suSa izazvala veci
procenat povecanja njihovog sadrzaja u tzv. turning plodovima kod oba
genotipa, posebno kod flacca mutanta (za 60%). Na osnovu ovih analiza moze
se zakljuCiti da su promene u oba tretmana suSe nastale kao rezultat

koncentracionog efekta.

Ispitivanja efekata suSe na komponente sekundarnog metabolizma (vitamin C i
likopen) su pokazala da je efekat zavisio od stepena stresa i ispitivanih
genotipova. Umerena i jaka suSa su izazvale povecanja vitamina C u plodovima
oba genotipa i to mnogo vise vise kod divljeg tipa (za 84% i1 245%) u odnosu na
plodove flacca (za 55% 1 178%). Do toga je doSlo kao posledica i
koncentracionog i metabolickog efekta suse kod plodova oba genotipa. Slican
efekat u odnosu na stepen stresa je utvrden i za sadrzaj likopena u plodovima
divljeg tipa (povecanje za 23% 1 37%), 1 to prvenstveno kao rezultat
koncentracionog efekta. Umerena i jaka susa su u flacca plodovima redukovali
sadrzaj likopena (za 18% i 27%), a §to ukazuje na metabolicke promene u sintezi

ovog karotenoida.

Tretmani susSe su doveli do povecanja ukupnog antioksidativnog kapaciteta u
plodovima. To je bilo posebno izrazeno kod plodova izlozenih jakoj susi koja je
izazvala veéi procenat povecanja antioksidativnog kapaciteta kod Ailsa Craig
(za 109%), u odnosu na flacca (za 65%). U umerenoj susi povecanje u zrelim
plodovima je bilo znatno manje i kod divljeg tipa (za 52%), i kod mutanta flacca
(za 42%). Genotipske razlike u ovim ispitivanjima potvrduju rezultate za listove
da je ABA-mutacija smanjila kapacitet flacca biljaka za otklanjanje efekata

oksidativnog stresa koji Cesto prati stres suse.
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18. Na osnovu poredenja reakcija ABA-mutanta i divljeg tipa moZe se zakljuciti da
je akumulacija ABA od znacaja ne samo za odrzanje vodnog rezima i adaptivnih
reakcija na stres suSe u listovima paradajza, ve¢ i za ocuvanje kvaliteta plodova
izlozenih susi. Od posebnog znacaja su osobine plodova koje doprinose ne samo
njegovoj nutritivnoj vrednosti (Seceri organske kiseline), ve¢ i kvalitetu sa

aspekta lekovitih osobina (karotenoidi, vitamin C i antioksidativna aktivnost).
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prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova;

e da su rezultati korektno navedeni 1

e danisam krSio/la autorska prava i koristio/la intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora

U Beogradu,
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije

doktorskog rada
Ime i prezime autora Ivana Petrovié¢
Broj indeksa ML 12/12
Studijski program Poljoprivredne nauke

Naslov rada ,,“Efekat suSe na fizioloSke 1 biohemijske pokazatelje kvaliteta plodova

paradajza (Lycopersicon esculentum L.)“

Mentor dr Zorica Jovanovié, redovni profesor

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predao/la radi pohranjenja u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog naziva doktora
nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom
katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis autora

U Beogradu,
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Izjava o koris¢enju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

“Efekat suSe na fizioloSke 1 biohemijske pokazatelje kvaliteta plodova paradajza
(Lycopersicon esculentum L.)

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu i
dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom
tipu licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo (CC BY)
2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)
@Autorstvo —nekomercijalno — bez prerada (CC BY-NC-ND)
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo — bez prerada (CC BY-ND)
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)
(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci.

Kratak opis licenci je sastavni deo ove izjave).

Potpis autora

U Beogradu,
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1. Autorstvo. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, i prerade, ako
se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i u komercijalne
svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopStavanje
dela, 1 prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence.
Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopstavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede
ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ogranicava
najveci obim prava koris¢enja dela.

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju i javno saopsStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od
strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopStavanje dela,
bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na nacin
odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu
dela.

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili
davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno
licencama otvorenog koda.
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