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Efekat floretina kao potencijalnog bioherbicida na fizioloġke procese kod model 

ï biljke Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. 

 

Saģetak: 

Primena sintetiļkih herbicida u zaġtiti useva nosi znaļajne ekoloġke rizike i doprinosi razvoju 

rezistencije korova. Evropska unija ulaģe znatne napore u cilju smanjenja upotrebe pesticida i 

pronalaģenja odrģivih reġenja, kao ġto je razvoj ekoloġki bezbednih bioherbicida. Rezultati ove 

doktorske disertacije predstavljaju pionirski doprinos razumevanju fitotoksiļnog potencijala floretina 

i mehanizama njegovog delovanja kod model-biljke Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., u kontekstu 

njegove potencijalne primene u razvoju bioherbicida. Analize ukazuju na to da floretin deluje kao 

multimodalni inhibitor, indukujuĺi kaskadu morfoloġkih, fizioloġkih, metaboliļkih i ultrastrukturnih 

promena. Njegovo delovanje obuhvata naruġavanje homeostaze auksina, sa poslediļnom 

akumulacijom i nepravilnom distribucijom u vrġnim delovima korena, ġto dovodi do inhibicije 

razvoja korenovog sistema, gubitka gravitropskog odgovora i morfoloġkih deformacija. Istovremeno, 

oġteĺenje strukture i funkcije hloroplasta uzrokuje iscrpljivanje skrobnih rezervi i metaboliļko 

Ăgladovanjeò, ļime se pokreĺu procesi mikro- i makroautofagije i programirane ĺelijske smrti. 

Floretin takoĽe deluje i kao inhibitor aktivnosti antioksidativnih enzima, katalaze i peroksidaze, kroz 

direktnu interakciju sa aktivnim centrom, odnosno NADP(H) regijom enzima, sa kojima ostvaruje 

dugotrajne i stabilne interakcije putem vodoniļnih i hidrofobnih veza. Egzogeno primenjen floretin 

se efikasno usvaja i inicira rane detoksikacione mehanizme putem intenzivne glikozilacije, ļime se 

transformiġe u konjugovane oblike podloģne daljoj metaboliļkoj obradi. MeĽutim, rezultati analiza 

ukazuju na to da uprkos intenzivnom metabolizmu floretina, ovi procesi nisu dovoljni za efikasnu 

neutralizaciju njegovog fitotoksiļnog delovanja kod A. thaliana. 

 

Kljuļne reļi: auksini, depolarizacija ĺelijske membrane, dihidrohalkoni, enzimska inhibicija, 

fitotoksiļnost, glikozilacija, gravitropizam, inhibicija rastenja, mikro- i makro autofagija, oġteĺenje 

hloroplasta. 
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The Effect of Phloretin as a Potential Bioherbicide on Physiological Processes in 

the Model Plant Arabidopsis Thaliana (L.) Heynh. 

 

Abstract:  

The use of synthetic herbicides poses significant ecological risks and contributes to the 

development of weed resistance. The European Union is promoting sustainable strategies to reduce 

pesticide use, such as development of environmentally friendly bioherbicides. This doctoral 

dissertation makes a pioneering contribution to understanding the phytotoxic potential of phloretin 

and its mechanisms of action in the model plant Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., in the context of 

its potential application in bioherbicide development. Analyses show that phloretin acts as a 

multimodal inhibitor, inducing a cascade of morphological, physiological, metabolic, and 

ultrastructural changes. Its action includes disruption of auxin homeostasis, and its accumulation and 

irregular distribution in the apical region of the roots, which results in inhibitied root development, 

loss of gravitropic response, and morphological abnormalities. At the same time, impairment of 

chloroplast structure and function results in the depletion of starch reserves and metabolic starvation, 

thereby triggering micro- and macroautophagy pathways, and ultimately leading to programmed cell 

death. Phloretin also inhibits catalase and peroxidase activity through direct interaction with the active 

centre or NADP(H)-binding region of the enzyme, forming stable and long-lasting interactions via 

hydrogen and hydrophobic bonds. Exogenously applied phloretin is efficiently absorbed within plant 

tissues where initiates early detoxification responses through intensive glycosylation, yielding 

conjugates amenable to further metabolic processing. However, the results indicate that, despite 

extensive metabolism, these processes are insufficient to effectively mitigate the phytotoxic effects 

of phloretin in A. thaliana. 

 

Keywords: auxins, cell membrane depolarization, chloroplast damage, dihydrochalcones, enzyme 

inhibition, glycosylation, gravitropism, growth inhibition, micro- and macroautophagy, 

phytotoxicity. 
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1. UVOD 

 

Ġtetni uticaj korovskih vrsta na prinos kljuļnih ratarskih i industrijskih kultura (pġenica, 

pirinaļ, kukuruz, krompir, soja i pamuk) predstavlja konstantan izazov za stabilnost poljoprivredne 

proizvodnje (Oerke, 2006). Na primeru proizvodnje pġenice u Severnoj Americi iz 2013ï2014. 

godine, zabeleģen je pad prinosa od 22% usled zakorovljenosti, uz procenu da bi bez hemijskog 

suzbijanja deficit bio veĺi od 35% (Berestetskiy, 2023). U Indiji, smanjenje prinosa pod uticajem 

korova je iznosilo: 36% za kikiriki, 31% za soju, 25% za kukuruz i 19% za pġenicu (Berestetskiy, 

2023). Postoji oko 30 000 korovskih vrsta rasprostranjenih ġirom sveta, od kojih je 1 800 

najinvazivnijih vrsta odgovorno za proseļno godiġnje smanjenje prinosa od 9,7% u ukupnoj 

poljoprivrednoj proizvodnji (Li i sar., 2003). Korovi izazivaju ġtetu u poljoprivrednim kulturama na 

viġe naļina: kompeticijom za resurse kao ġto su svetlost, voda, hranljive materije i prostor (Penariol 

i sar., 2008); zatim direktnom inhibicijom rastenja i razviĺa gajenih vrsta putem izluļivanja 

alelohemikalija (Klaic i sar., 2015), ili posredno, privlaļenjem ġtetoļina i patogena koji se zatim 

prenose sa korova na poljoprivredne kulture. Korovi takoĽe utiļu na kvalitet prinosa i poveĺavaju 

troġkove pripreme zemljiġta za setvu ili proces ģetve (Klaic i sar., 2015). Osim pomenutih troġkova, 

najveĺi deo novļanih sredstava izdvaja se za hemijsku zaġtitu useva od korovskih vrsta. Prema 

najnovijim podacima, globalno trģiġte herbicida imalo je u periodu 2023-2024. godine vrednost od 

pribliģno 34-39,5 milijardi dolara, dok su sintetiļki herbicidi ļinili 45-50% svetske potroġnje 

agrohemijskih sredstava (IMARC Group, 2023; FAO, 2024; Grand View Research, 2024).  

Prema statistiļkim procenama, u Srbiji je potroġeno ukupno 966 tona herbicida tokom 2020. 

godine. U narednim godinama primeĺeno je smanjenje upotrebe herbicida, pa je tako u 2021. godini 

potroġeno pribliģno 875 tona, u 2022. godini 885 tona, a u 2023. godini 871 tona (FAO, 2025). U 

buduĺnosti se oļekuje da primena herbicida bude joġ manja. 

 

1.1.1. Poļetak ere sintetiļkih herbicida: uloga auksinskih analoga 

Industrija sintetiļkih herbicida poļinje da se razvija krajem XIX i poļetkom XX veka. Sinox 

(natrijum-dinitrocresilat), prvi organski hemijski herbicid, razvijen je u Francuskoj 1933. godine 

(Mesnage i sar., 2021; Chauvel i sar., 2022). Koriġĺen je za suzbijanje ġirokolisnih korova u usevima 

ģitarica, graġka, kukuruza, lana, belog i crnog luka (Holm i Johnson, 2009). U kasnim ļetrdesetim 

godinama XX veka, razvijeni su novi herbicidi na osnovu istraģivanja koja su obavljana tokom 

Drugog svetskog rata (Vats, 2015). U periodu od narednih 20 godina formulisano je i 

komercijalizovano preko 100 novih sintetiļkih herbicida. MeĽu prvim selektivnim herbicidima se 

izdvajaju 2,4-dihlorofenoksisirĺetna kiselina (2,4-D), 2,4,5-trihlorofenoksisirĺetna kiselina (2,4,5-T), 

2-metil-4-hlorofenoksisirĺetna kiselina (MCPA) i N-fenil-izopropil-karbamat (IPC) (Baldwin, 1953; 

Holm i Johnson, 2009; Chauvel i sar., 2022). 2,4-D, 2,4,5-T i MCPA spadaju u auksinske herbicide, 

ļiji je mehanizam delovanja zasnovan na imitiranju prirodnih auksina i ometanju metabolizma ovog 

vaģnog fitohormona. Navedeni auksinski herbicidi primenjuju se folijarno protiv ġirokolisnih korova. 

2,4-D je prvi sintetisan auksinski herbicid, koji je naġao primenu u kontroli ġirokolisnih korova kao 

ġto su poljska goruġica (Sinapis arvensis L.), pepeljuga (Chenopodium album L.), kravlja stisnuġa 
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(Thlaspi arvense L.), miġjakinja (Stellaria media (L.) Vill.), boca (Xanthium strumarium L.) i iva (Iva 

xanthiifolia Nutt.) (Holm i Johnson, 2009). Uprkos ġirokoj upotrebi, 2,4-D nije bio uspeġan u 

tretiranju svih korovskih vrsta podjednako. Pojava rezistencije kod korovskih vrsta kao ġto su njivski 

vijuġac (Fallopia convolvulus (L.) Á. Lºve) i tuġt (Portulaca oleracea L.), kao i nedovoljna efikasnost 

kod nekih drugih korovskih vrsta (Holm i Johnson, 2009), dovela je do potrebe za sintetisanjem novih 

herbicida. TakoĽe, mnoge gajene kulture, meĽu kojima su ovas i mahunarke, pokazale su osetljivost 

na tretman sa 2,4-D (Holm i Johnson, 2009). Taj problem je reġen uvoĽenjem drugih auksinskih 

herbicida kao ġto su MCPA, odnosno 4-(4-hlor-o-toliloksi)buterna kiselina (MCPB), mekoprop 

(metil-hlorfenoksi-propionska kiselina, MCPP), dihlorprop (2-(2,4-diklorfenoksi)propionska 

kiselina, 2,4-DP) i 2,4,5-T i njihovim kombinovanjem sa 2,4-D (Holm i Johnson, 2009). 

Od sredine osamdesetih godina XX veka, odreĽene poljoprivredne kulture su genetiļki 

modifikovane radi postizanja otpornosti na specifiļne sintetiļke herbicide (Owen i Zelaya, 2005; 

Bonny, 2016). U komercijalnoj proizvodnji, ova modifikacija je primenjena prvenstveno na 

ekonomski najznaļajnijim ratarskim kulturama, meĽu kojima dominiraju soja (Glycine max (L.) 

Merr.), kukuruz (Zea mays L.), pamuk (Gossypium hirsutum L.) i uljana repica (Brassica napus), dok 

su u manjoj meri zastupljene ġeĺerna repa (Beta vulgaris L.) i lucerka (Medicago sativa L.). Tako 

dobijeni genetiļki modifikovani organizmi poznati kao usevi otporni na herbicide (eng. herbicide 

resistant crops) omoguĺili su efikasnu hemijsku kontrolu korova, jer su mogli da preģive na poljima 

tretiranim odgovarajuĺim herbicidom, poput glifosata, glufosinat-amonijuma ili dikambe. Takvi 

usevi su bili posebno znaļajni za setvu bez prethodnog mehaniļkog uklanjanja korova, ġto se ļinilo 

kao dobro reġenje za spreļavanje erozije zemljiġta koje se javlja kao posledica odsustva biljaka u 

zemljiġtu. MeĽutim, s obzirom na to da ovi usevi zahtevaju poveĺanu primenu sintetiļkih herbicida 

(Bonny, 2016), ostaje diskutabilan njihov uticaj na ģivotnu sredinu i zdravlje ljudi i ģivotinja. Pored 

toga, u ovakvim usevima se javlja poveĺan rizik od pojave rezistencije (Bonny, 2016), pa je potrebno 

primeniti viġe razliļitih strategija za kontrolu korova. 

 

1.1.2. Savremeni pristupi klasifikaciji sintetiļkih herbicida 

Klasifikacija savremenih sintetiļkih herbicida moģe se izvrġiti na osnovu nekoliko 

kriterijuma. Na osnovu selektivnosti, herbicidi su grupisani u dve grupe: totalne i selektivne 

herbicide. Totalni herbicidi deluju fitotoksiļno na sve biljne vrste, dok selektivni deluju inhibitorno 

na klijanje, rastenje ili razviĺe samo odreĽenih biljnih vrsta. Na osnovu morfoloġkih i anatomskih 

osobina biljaka na koje deluju, herbicidi se mogu podeliti na sredstva protiv ġirokolisnih 

(dikotiledonih) i uskolisnih (monokotiledonih) korova. Prema naļinu delovanja, herbicidi se 

svrstavaju u kontaktne i sistemske (translokacione) herbicide. Kontaktni herbicidi (npr. dikvat (1,1'-

etilen-2,2'-dipiridin), parakvat (1,1ô-dimetil-4,4ô-dipiridin) i bentazon (3-(izopropil)-1H2,1,3-

benzotiadiazin-4(3H)-on 2,2-dioksid)) se apsorbuju preko listova i deluju iskljuļivo na biljne organe 

sa kojima su direktno u kontaktu. Ovi herbicidi su efikasni pre svega u sluļaju mladih, jednogodiġnjih 

korova. Sistemski herbicidi, kao ġto su amitrol (3-amino-1,2,4-triazol), pikloram (4-amino-3,5,6-

trihloropiridin-2-karboksilna kiselina), 2,4-D i glufosinat-amonijum, prodiru preko listova u 

unutraġnjost biljke sve do korena i drugih podzemnih organa kao ġto su, npr. rizomi, i delotvorni su 

protiv viġegodiġnjih korova sa razvijenim korenovim sistemom (Ġariĺ, 1990; Zimdahl i Basinger, 

2024).  
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U pogledu vremena primene, herbicidi se klasifikuju kao sredstva koja se primenjuju pre 

setve, posle setve a pre nicanja (eng. pre-emergence) ili posle nicanja useva (eng. post-emergence). 

Herbicidi koji se primenjuju pre setve (ļesto uz inkorporaciju u zemljiġte) uniġtavaju korove u fazi 

klijanja i nicanja, pre nego ġto glavna kultura bude zasejana. Druga grupa se primenjuje neposredno 

nakon setve, a pre nego ġto usev nikne, dok se treĺa grupa koristi folijarno, nakon nicanja i useva i 

korova. Optimalno vreme primene herbicida direktno zavisi od biologije i tolerancije vrste koja se 

uzgaja. Herbicidi koji se primenjuju pre setve ili nicanja igraju kljuļnu ulogu u ġirokorednim usevima, 

gde rana pojava korova moģe ozbiljno da ugrozi poļetni razvoj gajenih biljaka. Herbicidi koji se 

primenjuju pre setve ili nicanja igraju kljuļnu ulogu u ġirokorednim usevima, gde rana pojava korova 

moģe ozbiljno da ugrozi poļetni razvoj gajenih biljaka. Oni se ļesto primenjuju za suzbijanje korova 

kod kukuruza, soje, pamuka i ġeĺerne trske (Iqbal i sar., 2020; Krähmer i sar., 2021). Kod useva koji 

toleriġu ranu konkurenciju korova, kao ġto je soja, tretiranje herbicidima moģe da se obavi i kasnije, 

nakon nicanja (Krähmer i sar., 2021). 

Prema najnovijoj klasifikaciji (HRAC Global, 2024), navedeni su sledeĺi naļini delovanja 

(eng. mode of action) herbicida: 1) oponaġanje auksina; 2) inhibicija transporta auksina; 3) inhibicija 

fotosinteze preko fotosistema PSII; 4) inhibicija acetolaktat-sintaze; 5) inhibicija acetil-CoA-

karboksilaze; 6) inhibicija sinteze celuloze; 7) inhibicija aktivnosti enzima 1-dezoksi-D-ksiluloze-5-

fosfat-sintaze; 8) inhibicija aktivnosti dihidroorotat-dehidrogenaze; 9) inhibicija aktivnosti enzima 

dihidropteroat-sintaze; 10) inhibicija aktivnosti 3-fosfoġikimat-1-karboksiviniltransferaze; 11) 

inhibicija tioesteraze masnih kiselina; 12) inhibicija glutamat-amonijum-ligaze; 13) inhibicija 

homogentizat-solanezil-transferaze; 14) inhibicija 4-hidroksifenilpiruvat-dioksigenaze; 15) inhibicija 

zdruģivanja mikrotubula; 16) inhibicija organizacije mikrotubula; 17) inhibicija fitoen-desaturaze; 

18) inhibicija protoporfirinogen-oksidaze; 19) inhibicija fosfoproteinske fosfataze; 20) inhibicija 

solanezil-difosfat-sintaze; 21) inhibicija sinteze masnih kiselina veoma dugog lanca; 22) inhibicija 

kretanja elektrona u fotosistemu PSI; 23) dekuplujuĺi agensi. Veĺina pomenutih naļina delovanja 

moģe se svrstati u jednu od sledeĺih kategorija herbicida: 1) inhibitori fotosinteze; 2) inhibitori 

biosinteze pigmenata; 3) inhibitori biosinteze lipida; 4) inhibitori biosinteze aminokiselina; 5) 

inhibitori deobe ĺelija i 6) inhibitori aktivnosti auksina (Konstantinoviĺ, 2011; Zimdahl i Basinger, 

2024). 

 

1.1.3. Ograniļenja i posledice primene sintetiļkih herbicida: potreba za 

odrģivim i ekoloġkim reġenjima 

Nekontrolisana upotreba sintetiļkih herbicida u poljoprivredi ima znaļajan negativan uticaj 

na ģivotnu sredinu, kao i direktan ili poslediļan uticaj na zdravlje ģivotinja i ljudi. Prema Sakthivel i 

sar. (2023) nedostaci konvencionalnih herbicida su: negativan uticaj na zemljiġte, dugotrajno 

zadrģavanje u ģivotnoj sredini i nemoguĺnost efikasne biorazgradnje, zamena zastupljenih vrsta 

korova, toksiļnost za neciljane organizme, negativan uticaj na zdravlje ģivotinja i ljudi, zagaĽenje 

ģivotne sredine ukljuļujuĺi terestrijalne i akvatiļne ekosisteme i naruġavanje biodiverziteta. Dodatan 

problem u poljoprivrednoj praksi predstavlja nepoġtovanje preporuļenih doza i karence navedenih od 

strane proizvoĽaļa. 

Usled neadekvatne zaġtite poljoprivrednika prilikom primene sintetiļkih herbicida, 

zabeleģena je pojava ozbiljnih zdravstvenih problema. Tako npr. direktno izlaganje 2,4-D moģe da 
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dovede do teġke iritacije oļiju i koģe, muļnine, slabosti, umora i neurotoksiļnih efekata, ukljuļujuĺi 

upalu nervnih zavrġetaka (Yazid i sar., 2024). Auksinski herbicid 2,4,5-T je toksiļan ukoliko se 

proguta ili apsorbuje kroz koģu, a moģe da izazove i iritaciju oļiju (Gupta i sar., 2006). Neauksinski 

herbicidi, kao ġto je glifosat (N-(fosfonometil)glicin), mogu da imaju ozbiljne posledice po zdravlje 

usled neadekvatne primene (iritacije koģe i oļiju, a u nekim sluļajevima mogu izazvati respiratorne 

i neuroloġke probleme) (Bradberry i sar., 2004).  

Pored pomenutih efekata izazvanih direktnim izlaganjem sintetiļkim herbicidima, struļnjaci 

upozoravaju na njihov globalni uticaj na stanovniġtvo usled konzumacije pijaĺe vode, kao i namirnica 

proizvedenih od tretiranih poljoprivrednih kultura. Tako npr. herbicid 2,4-D, koji ima slabu 

adsorbciju na ļestice zemljiġta, lako dospeva u vodenu sredinu, gde je veoma postojan (Yazid i sar., 

2024). Maksimalna dozvoljena koncentracija 2,4-D u vodi za piĺe je 100 mg L-1, dok je za 2,4,5-T 

30 mg L-1 (Gupta i sar., 2006; Pourata i sar., 2009). U ocednim vodama u Srbiji pronaĽene su rezidue 

pesticida kao ġto su 2,4 bis-fenol, difenil-sulfid, diizobutil-ftalat, dibutil-ftalat, eikozan, 

benzensulfonamin i benzenbutil ftalat (Adamov i sar., 2020), zatim atrazin (6-hlor-N2-etil-N4-

izopropil-1,3,5-triazin-2,4-diamin), terbutilazin (N2-terc-butil-6-hloro-N4-etil-1,3,5-triazin-2,4-

diamin), linuron 3-(3,4-dihloro-fenil)-1-metoksi-1-metilurea), prometrin (2-metilamino-4-etiltio-6-

izopropilamino-1,3,5-triazin) i metolahlor (2-hloro-N-(2-etil-6-metilfenil)-N-(1-metoksipropan-2-

il)acetamid) (Meseldģija i sar., 2014). Atrazin se smatra jednim od opasnijih zagaĽivaļa ģivotne 

sredine, naroļito povrġinskih i podzemnih voda, i mora, u kojima moģe da ostane prisutan i duģe od 

godinu dana (Baģuliĺ Ġtimac i sar., 2006). Dodatno, brojne studije ukazuju na moguĺu pojavu 

glifosata u ocednim vodama, kao i u izvorima vode za piĺe usled neadekvatne upotrebe preparata koji 

ga sadrģe, kao i nepotpune degradacije do aminometilfosfonske kiseline (Kjeldsen i sar., 2002; 

Hagner i sar., 2013; Adamov i sar., 2020). 

Efekti sintetiļkih herbicida prisutnih u pijaĺim vodama ili konzumnim namirnicama imaju 

dugoroļne posledice po zdravlje ljudi, kao i negativan uticaj na ģivotinje i druge neciljane organizme. 

Dugoroļne posledice akumulacije 2,4-D su poremeĺaji u endokrinom (Guerrero-Estévez i López-

López, 2016), reproduktivnom (Garabrant i Philbert, 2002; Pattanasupong i sar., 2004) i nervnom 

sistemu (Garabrant i Philbert, 2002), genetiļke aberacije (Lajmanovich i sar., 2015), imunotoksiļnost 

(Garabrant i Philbert, 2002) i pojaļan rizik od pojave kancera (Garabrant i Philbert, 2002; Loomis i 

sar., 2015). Kod ljudi, ġtetno delovanje 2,4-D moģe da se ogleda u razvoju Parkinsonove bolesti 

(Tanner i sar., 2009) i autizma (Román, 2007). Atrazin izaziva oġteĺenja DNK, pojavu malignih 

tumora i hromozomskih aberacija (Baģuliĺ Ġtimac i sar., 2006), dok dikvat i parakvat mogu 

indukovati mutacije kod prokariotskih i eukariotskih organizama i izazvati nespecifiļna genetiļka 

oġteĺenja kod gljive Aspergillus nidulans (Eidam) G. Winter (Benigni i sar., 1979).  

Posledice upotrebe herbicida su i masovno izumiranje pļela i trovanje ugroģenih vrsta ptica. 

Poznato je da su pļele veoma osetljive na sintetiļke herbicide, koji neretko izazivaju visoku smrtnost 

(oko 71%) (Cullen i sar., 2019). Posebno opasni za pļele su herbicid 2,4-D na bazi dimetil-amino soli 

i kombinacije herbicida 2,4-D sa MCPA i MCPP i herbicidima kao ġto su flurekol-butil (butil 9-

hidroksifluoren-9-karboksilat), joksinil-oktanoat ((4-cijano-2,6-dijodfenil) oktanoat), dikamba (3,6-

dihloro-2-metoksibenzojeva kiselina), mekoprop (2-(4-hloro-2-metilfenoksi)propionska kiselina), 

dihlorprop (2-(2,4-diklorfenoksi)propionska kiselina), dikvat, parakvat, difenzokvat (1,2-dimetil-3,5-

fenoksipirazolidin metilsulfat), simazin (6-hloro-N,N'-dietil-1,3,5-triazin-2,4-diamin) i amitrol (3-

amino-1,2,4-triazol) (Ģivadinoviĺ, 1999). Glifosat negativno utiļe na asocijativno uļenje kod pļela 

radilica, kognitivne i senzorne sposobnosti mladih pļela u koġnici i kaġnjenje u razvoju larvi (Farina 
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i sar., 2019). Herbicidi utiļu na poveĺanu smrtnost ptica i smanjenje njihove plodnosti (Fry, 1995). 

Direktno izlaganje herbicidima kao ġto su parakvat, trifluralin (2,6-dinitro-N,N-dipropil-4-

(trifluorometil)anilin) i prometon (2-metoksi-4,6-bis(izopropilamino)-1,3,5-triazin) izaziva poveĺan 

mortalitet ptica i smanjen procenat izleganja mladih iz jaja (Hoffman, 1990), ġto posebno ugroģava 

oļuvanje diverziteta ugroģenih vrsta ptica. 

Pored svega navedenog, kontrola korova koja podrazumeva trajnu upotrebu sintetiļkih 

herbicida sa istim naļinima delovanja, dovodi do pojave rezistencije korova. Najnoviji podaci 

ukazuju na postojanje 548 jedinstvenih sluļajeva rezistencije, definisanih kao specifiļne kombinacije 

biljne vrste i mehanizma delovanja herbicida, koje ukljuļuju ukupno 275 rezistentne korovske vrste 

(www.weedscience.org, 06.07.2026). Korovi su razvili rezistenciju na 21 od ukupno 31 do sada 

poznatih naļina delovanja, odnosno na 168 razliļitih herbicida (www.weedscience.org, 06.07.2026). 

Sve gore navedene negativne posledice primene sintetiļkih herbicida dovele su do neosporne 

potrebe za razvojem ekoloġki pogodnih mera za zaġtitu useva. Ġirom sveta razvijaju se strategije za 

smanjenje upotrebe sintetiļkih herbicida i pesticida uopġte. Jedna od takvih strategija je Farm to Fork 

strategija u okviru programa European Green Deal (european-union.europa.eu, 14.8.2025), koja ima 

za cilj smanjenje upotrebe pesticida za 50% do 2030. godine, kao i poveĺanje povrġina za organsku 

poljoprivrednu proizvodnju do 25% ukupnog poljoprivrednog zemljiġta. S obzirom na sve veĺe 

zahteve u Evropskoj uniji da se smanji upotreba pesticida i podstakne organska poljoprivredna 

proizvodnja, kao i realnih potreba domaĺeg stanovniġtva za zdravom i kvalitetnom hranom, 

konstruisanje novih ekoloġki prihvatljivih bioherbicida bi predstavljalo znaļajan korak ka postizanju 

tih ciljeva. 

 

1.1.4. Bioherbicidi kao odrģiva alternativa sintetiļkim sredstvima za 

suzbijanje korova 

S obzirom na mnoge probleme koji su posledica nesavesne primene sintetiļkih herbicida, ali 

i usled same toksiļnosti navedenih hemikalija, ukazala se potreba za uvoĽenjem bioloġke kontrole 

korova. Kalifornijski entomolog i porofesor Hari Skot Smit uveo je termin Ăbioloġka kontrolaò 1919. 

godine (Smith, 1919). Ovaj termin se u poļetku odnosio na primenu prirodnih neprijatelja u borbi 

protiv ġtetnih insekata, da bi se kasnije proġirio i na druge organizme ukljuļujuĺi korove (Stenberg i 

sar., 2021). Prema definiciji Ameriļke agencije za zaġtitu ģivotne sredine, termin Ăbioloġka kontrolaò, 

pored navedenog, obuhvata i primenu biohemikalija produkovanih u biljkama i mikroorganizmima 

(www.epa.gov, 24.8.2025).  

Bioherbicidi tradicionalno obuhvataju ģive organizme, taļnije mikroorganizme, ili njihove 

produkte, ukljuļujuĺi i metabolite koje ovi organizmi proizvode tokom njihovog rastenja i razviĺa 

(Hynes i Boyetchko, 2006). Prvi bioherbicid je sintetisan i registrovan 1981. godine u SAD, sa 

komercijalnim nazivom DeVine®, a njegov glavni sastojak bile su hlamidospore gljive Phytophthora 

palmivora Butler, koja se koristila u borbi protiv korovske vrste Morrenia odorata (Hook. & Arn.) 

Lindl. u zasadima citrusa (Boyetchko i sar., 2002). TakoĽe se biljni patogen Glomerella cingulata 

(Stoneman) Spauld. & H. Schrenk ubraja meĽu prve mikroorganizme sa bioherbicidnom primenom 

(Klaic i sar., 2015). MeĽu prvim bioherbicidima je i kanadski preparat BioMal®, koji je sadrģao spore 

ove gljive i koristio se za suzbijanje sitnolisnog sleza (Malva pusilla Sm.) (Boyetchko i sar., 2002). 

http://www.weedscience.org/
http://www.weedscience.org/
https://european-union.europa.eu/
http://www.epa.gov/
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MeĽutim, ograniļenost trģiġta i tehniļke poteġkoĺe povezane sa masovnom proizvodnjom bile su dva 

glavna razloga koja su spreļavala komercijalizaciju bioherbicida (Boyetchko i sar., 2002; Li i sar., 

2003; Ash, 2010). Na svetskom trģiġtu registrovan je mali broj bioherbicida, od kojih je veĺina 

bazirana na mikroorganizmima (Cheng i Cheng, 2015). Do 2016. godine bilo je registrovano samo 

13 bioherbicida, meĽu kojima je devet mikoloġkog porekla, tri bakterioloġkog, a samo jedan biljnog 

porekla (Cordeau i sar., 2016).  

Prema podacima Ameriļke agencije za zaġtitu ģivotne sredine pelargoniļna kiselina 

(CH3(CH2)7CO2H, n-nonanska kiselina) je prva aktivna materija biljnog porekla koja je koriġĺena za 

formulaciju prirodnog herbicida (www.epa.gov, 24.8.2025). Pelargoniļna kiselina je prvi put 

izolovana iz listova biljke Pelargonium × roseum Ehrh. i ona je prepoznata kao prirodno reġenje za 

borbu protiv korova, koje nije toksiļno za ljude (Ciriminna i sar., 2019). Registrovana je u SAD 1992. 

godine (www.epa.gov, 24.8.2025). Godine 1994. prijavljena je upotreba pelargoniļne kiseline kao 

sredstva za proreĽivanje cvetova kako bi se spreļila alternativna rodnost jabuke (Williams, 1994). 

Danas, upotreba pelargoniļne kiseline ima ġiroku herbicidnu primenu u zaġtiti vinograda, krompira, 

drvenastih biljaka, ukrasnog ģbunja i travnjaka (Álvarez i sar., 2021, 2025). U skorije vreme su 

unapreĽene formulacije prirodnih herbicida na bazi etarskih ulja, tako da je u SAD registrovano ġest 

takvih preparata (Verdeguer i sar., 2020). U Tabeli 1 prikazani su registrovani bioherbicidi na bazi 

aktivnih supstanci iz biljaka. 

 

Tabela 1. Registrovani bioherbicidi na bazi aktivnih supstanci biljnog porekla, prema Verdeguer i sar. (2020), 

Islam i sar. (2024), Shaffer (2025) i Shiffler (2025). NP ï nema podataka. 

Naziv proizvoda 
Zemlja 

registracije 

Godina 

registracije 
Aktivna supstanca Ciljani korovi  

Summerset All 

Down Herbicide 
USA 2010 

sirĺetna kiselina + 

limunska kiselina + beli 

luk 

razni korovi 

AvengerWeed 

Killer  
USA 2005  70% d-limonen razni korovi 

AXXE® USA 2014 amonijum-nonanoat 

ġirokolisni i uskolisni 

korovi, mahovine i 

liġaji 

Barrier H 
Evropa, 

Japan, USA 
2015 

22,9% ulje limunove 

trave (Cymbopogon 

nardus (L.) Rendle) 

Jacobaea vulgaris 

(Gaertn.) 

BioWeed USA 2021 
mrka alga Ascophyllum 

nodosum (L.) Le Jolis 
razni korovi 

BioweedTM 
Novi 

Zeland 
2001 10% ulje bora + ġeĺer 

ġirokolisni i uskolisni 

korovi 

Blackberry & 

Brush Block 
USA 2011 limunska kiselina 

kupina, drvenaste i 

ģbunaste vrste 

http://www.epa.gov/
http://www.epa.gov/
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Burnout® USA 2016 
limunska kiselina + ulje 

karanfiliĺa 
razni korovi 

C-Cide USA NP 5% limunska kiselina razni korovi 

EcoSharpTM USA 2006 sirĺetna kiselina razni korovi 

EcoSmart® USA 2009 

eugenol + 2-fenetil-

propionat + natrijum-

lauret-sulfat 

razni korovi 

GreenMatch USA 2014 55% d-limonen razni korovi 

GreenMatch EX USA 2008 
50% ulje limunove 

trave 
razni korovi 

Katana® USA 2016 pelargoniļna kiselina 
ġirokolisni i uskolisni 

korovi 

Matran® EC USA 2010 ulje karanfiliĺa ġirokolisni korovi 

Matratec USA 2020 

50% ulje karanfiliĺa 

(Syzygium aromaticum 

(L.) Merrill & Perry) 

razni korovi 

NaturCur USA 2009 
ekstrakt crnog oraha 

(Juglans nigra L.) 

Cichorium intybus L., 

Portulaca oleracea L., 

Ipomoea purpurea (L.) 

Roth 

Scythe® USA 1997 
pelargoniļna kiselina + 

masne kiseline 
razni korovi 

Vinagreen  USA 2019 sirĺetna kiselina razni korovi 

Weed Pharm USA NP sirĺetna kiselina razni korovi 

Weed Slayer Malezija 2017 6% eugenol razni korovi 

WeedLock Malezija 2017 

ekstrakt Solanum 

habrochaites S.Knapp 

& D.M.Spooner 

razni korovi 



8 
 

WeedZap USA NP 
45% ulje karanfiliĺa + 

45% ulje cimeta 

mali ġirokolisni i 

uskolisni korovi 

 

U industriji herbicida postoje i sintetiļki derivati prirodnih supstanci, koji se dobijaju 

njihovom hemijskom obradom. Takav je, na primer, komercijalni herbicid cinmetilin, koji je analog 

prirodnom fitotoksiļnom jedinjenju 1,4-cineolu, a otkriven je i razvijen od strane ameriļke kompanije 

Shell Chemicals (Grayson i sar., 1987). Mehanizam delovanja cinmetilina je zasnovan na inhibiciji 

acil-ACP tioesteraze i biosinteze masnih kiselina u biljnim tkivima (Campe i sar., 2018).  

Triketonski herbicidi su derivati prirodnog jedinjenja leptospermona, koji se sintetiġe u 

biljkama iz familije Myrtaceae, kao ġto su Callistemon citrinus (Curtis) Skeels i Leptospermum 

scoparium J. R. Forst. & G. Forst (Knudsen i sar., 2000). Triketonski herbicidi inhibiraju 4-

hidroksifenilpiruvat-dioksigenazu, enzim koji igra kljuļnu ulogu u biosintezi karotenoida i Ŭ-

tokoferola (vitamina E), ġto dovodi do destabilizacije fotosintetskog aparata i hloroze (Dayan i sar., 

2007).  

 

1.1.5. Halkoni kao molekulska osnova za razvoj bioherbicida  

Fitotoksiļni potencijal halkona je privukao paģnju nauļnika pre dve decenije, poļevġi od 

istraģivanja trans-halkona (1,3-difenil-2-propen-1-ona). Chen i sar. (2004, 2005) su pokazali da 

trans-halkon intenzivno inhibira rastenje izdanaka i korena kod 20 zeljastih vrsta biljaka. Ubrzo 

nakon toga, Yun i sar. (2009) su sugerisali da je jedan od kljuļnih enzima u biosintezi monomera 

lignina, 4-kumarat-koenzim A ligaza, potencijalna meta halkona u procesu inhibicije rastenja. 

Rezultati Chen i sar. (2011) su ukazali da je inhibicija rastenja ĺelijskih kultura soje (Glycine max 

(L.) Merr.) indukovana trans-halkonom, i da je povezana sa inhibicijom biosinteze lignina. Jedinjenje 

trans-halkon je negativno uticao i na rastenje korena klijanaca Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. 

Primena trans-halkona u koncentraciji od 12,5 mM je redukovala izduģivanje korena klijanaca i do 

30% u poreĽenju sa kontrolom, dok je 1200 mM trans-halkon inhibirao ļak 94% izduģivanje korena 

(Díaz-Tielas i sar., 2012).  

Tretman kijanaca A. thaliana sa 25 mM trans-halkonom doveo je do znaļajnog smanjenja 

gustine korenovih dlaļica. TakoĽe, primenjeni tretman je inhibirao proces akumulacije skroba u 

amiloplastima, ġto se odrazilo i na gravitropski odgovor klijanaca. Apikalne meristemske ĺelije 

korena A. thaliana tretirane sa halkonom u srednjoj inhibitornoj koncentraciji (IC50 = 35 mM), 

posedovale su karakteristiļne markere programirane ĺelijske smrti, ukljuļujuĺi mitohondrijalnu 

kondenzaciju, dezintegraciju organela i fragmentaciju hromatina (Díaz-Tielas i sar., 2012). Primeĺen 

je uticaj trans-halkona i na razviĺe i fiziologiju odraslih biljaka A. thaliana, a njegovi efekti su varirali 

u zavisnosti od toga da li je primenjen putem zalivanja ili prskanja (Díaz-Tielas i sar., 2014).  

Efekti trans-halkona izuļavani su i na drugim biljnim vrstama. Tako je zabeleģen efekat ovog 

halkonskog jedinjenja na inhibiciju klijanja semena kod uskolisne bokvice (Plantago lanceolata L.) 

i salate (Lactuca sativa L.), kao i rano rastenje korena kod korovskih vrsta: ġtira (Amaranthus 

retroflexus L.), velikog muhara (Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.) i P. lanceolata (Díaz-Tielas 

i sar., 2014). Tretman trans-halkonom je takoĽe negativno uticao na nadzemne delove biljaka. Na 
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primer, A. thaliana, A. retroflexus i pġenica (Triticum aestivum L.) su pokazale izraģenu hlorozu 

listova tokom tretmana trans-halkonom (Díaz-Tielas i sar., 2012, 2014). Progresivna hloroza 

izdanaka A. thaliana je povezana sa znaļajnim poremeĺajima u strukturi i funkciji hloroplasta. Ove 

promene su praĺene znaļajnom akumulacijom reaktivnih kiseoniļnih vrsta (eng. reactive oxygen 

species, ROS), degradacijom pigmenata, poremeĺajem procesa fotosinteze i pojavom programirane 

ĺelijske smrti (Díaz-Tielas i sar., 2017). Analiza transkriptoma je ukazala da su mnogi od kljuļnih 

gena transkripcioni faktori, kao i geni povezani sa oksidativnim stresom, detoksikacijom 

ksenobiotika, biosintezom abscisinske kiseline (eng. abscisic acid, ABA) i auksina, kao i geni 

ukljuļeni u primarne metaboliļke procese. Rezultati ukazuju na to da ovi metaboliļki i regulatorni 

mehanizmi imaju znaļajnu ulogu u odgovoru biljke na tretman trans-halkonom (Díaz-Tielas i sar., 

2019). KEGG (eng. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) analizom je pokazano da su efekti 

trans-halkona spregnuti sa mehanizmima odbrane od stresa ukljuļujuĺi specijalizovani metabolizam, 

metabolizam glutationa i prenos hormonskih signala, kao i sa metabolizmom aminokiselina, sumpora 

i fenilpropanoida. Geni ukljuļeni u funkcionisanje proteazoma, obradu proteina i funkciju 

peroksizoma su takoĽe bili diferencijalno eksprimirani usled tretmana trans-halkonom (Díaz-Tielas 

i sar., 2019).  

Znaļajnu fitotoksiļnost pokazali su sintetiļki derivati halkona, pri ļemu je njihova efikasnost 

zavisila od vrste i poloģaja supstituenata na A i B prstenovima, kao i od primenjene koncentracije i 

osetljivosti ciljne biljne vrste ili tkiva. Chotsaeng i sar. (2019) su sintetisali 45 razliļitih halkonskih 

derivata, meĽu kojima je bio halkon 14f, koji se karakteriġe tiofenil grupom na prstenu A i grupom 

fenoksisirĺetne kiseline na prstenu B. Ovaj halkon se pokazao superiornim u pogledu inhibicije 

klijanja semena i rastenja klijanaca trobojnog ġtira (Amaranthus tricolor L.) i E. crus-galli. Pri 

najviġoj primenjenoj koncentraciji od 1600 mM, halkon 14f je u potpunosti inhibirao klijanje semena 

A. tricolor i znaļajno smanjio klijavost semena (42%), duģinu izdanka (51%) i duģinu korena (79%) 

kod E. crus-galli. 

Perera i sar. (2019) su naveli nekoliko derivata prirodnih halkona izolovanih iz ekstrakta 

pustinjske vrste Ambrosia salsola (Torr. & A. Gray) Strother & B. G. Baldwin, koji ispoljavaju 

umereni fitotoksiļni efekat. Tako su se salsolol A i B pokazali fitotoksiļnim za soļivicu (Lemna 

paucicostata Hegelm. ex Engelm.), dok salsolol C i balanohalkon nisu imali nikakvu fitotoksiļnu 

aktivnost. 

Pokazano je da su derivati halkona, 2ǋ,3ǋ,4ǋ,3,4-pentahidroksihalkon i 2ǋ,3ǋ,4ǋ-

trihidroksihalkon, moĺni inhibitori fosfoenolpiruvat-karboksilaze, kritiļnog enzima za fiksaciju 

ugljenika i produkciju biomase u C4 fotosintetskom putu kod mnogih problematiļnih vrsta korova iz 

rodova Amaranthus L., Setaria P. Beauv., Digitaria Haller, Echinochloa P. Beauv., kao i kod vrsta 

divljeg sirka (Sorghum halepense (L.) Pers.), Paspalum dilatatum Poir. i Abutilon theophrasti Medik. 

(Nguyen i sar., 2016). Oba pomenuta halkonska derivata su znaļajno inhibirala rastenje korova, bez 

uticaja na uljanu repicu (Brassica napus L.), koja pripada C3 tipu biljaka (Nguyen i sar., 2016).  
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Floretin (3-(4-hidroksifenil)-1-(2,4,6-trihidroksifenil)propan-1-on) je fenolno jedinjenje 

halkonske strukture koje pripada grupi dihidrohalkona. Halkoni i dihidrohalkoni su sekundarni 

metaboliti biljaka koje karakteriġe struktura otvorenog lanca sa dva aromatiļna prstena (A i B) 

povezana Ŭ,ɓ-nezasiĺenim karbonilnim mostom od tri atoma ugljenika (Slika 1). Ovaj jedinstveni 

strukturni okvir daje halkonima visok stepen hemijske reaktivnosti i multifunkcionalnosti, ļime ih 

svrstava meĽu kljuļne intermedijere u biosintezi razliļitih flavonoida i izoflavonoida u biljkama 

(DziŃgwa-Becker i sar., 2024b). Do sada je identifikovano preko 250 aglikona i O-glikozida halkona 

u fitohemijskom profilu vrsta iz 54 familije biljaka, od ļega preteģno kod dikotiledonih, ali i kod 

nekih monokotiledonih vrsta, paprati i golosemenica (Iwashina, 2000). Glikozidi halkona se obiļno 

nalaze u sastavu ģutih cvetnih pigmenata kod rodova georgina (Dahlia Cav.), Coreopsis L., i Cosmos 

Cav. (Giannasi, 1972; Crawford i Stuessy, 1981), i kod vrsta kao ġto su Paeonia trollioides Stapf ex 

Stern, baġtenski karanfil (Dianthus caryophyllus L.), Aeschynanthus parvifolius R. Br. i Asystasia 

gangetica (L.) T. Anderson (Harborne, 1966). Biljke koje sadrģe halkone, kao ġto su sladiĺ 

(Glycyrrhiza glabra L.), kava-kava (Piper methysticum G. Forst.), kineski Ľumbir (Boesenbergia 

rotunda (L.) Mansf.) i Lophira alata Banks ex C. F. Gaertn., dugi niz godina se koriste kao 

tradicionalni lekovi za razliļite medicinske indikacije (Fenwick i sar., 1990; Isa i sar., 2012; Abu i 

sar., 2013; Ajiboye i sar., 2014).  

 

 

Slika 1. Strukturne formule halkona i dihidrohalkona. 

 

Dihidrohalkoni predstavljaju izdvojenu grupu halkonskih jedinjenja koju karakteriġe odsustvo 

dvostruke veze izmeĽu ugljenikovih atoma na Ŭ- i ɓ-poziciji u okviru karbonilnog mosta (Slika 1). 

Specifiļan prirodan izvor dihidrohalkona predstavljaju biljne vrste iz roda Malus Mill. , ukljuļujuĺi 

domaĺu jabuku (Malus × domestica (Suckow) Borkh.) i divlje vrste kao ġto su M. pumila Mill., M. 

sylvestris (L.) Mill., M. doumeri (Bois) A. Chev., M. sieversii (Ledeb.) M. Roem., M. sieboldii 

Rehder, M. toringoides (Rehder) Hughes i M. trilobata (Labill. ex Poir.) C. K. Schneid. (Hunter i 

Hull, 1993; Gökmen i sar., 2003; Leu i sar., 2006; Wang i sar., 2020, 2023). U listovima domaĺe 

jabuke, dihidrohalkoni ļine ļak 96-97% ukupnog sadrģaja fenolnih jedinjenja (Pontais i sar., 2008; 

Dugé de Bernoville i sar., 2011). 
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Floretin (Slika 2A) predstavlja osnovni dihidrohalkon (aglikon) iz kojeg se procesom 

glikozilacije formiraju razliļiti glikozilovani derivati koji se meĽusobno razlikuju prema vrsti i 

mestima vezivanja ugljenohidratnih supstituenata. Najļeġĺe detektovani derivati floretina kod vrsta 

roda Malus su: florizin (floretin 2ǋ-O-ɓ-D-glukozid), sieboldin (floretin 4ǋ,2ǋ-di-O-glukozid), 

trilobatin (floretin-4ǋ-O-ɓ-D-glukozid) i floretin-2ǋ-O-ksilozil glukozid.  

Florizin (Slika 2B) je prvi identifikovan i ujedno najzastupljeniji dihidrohalkon koji ļini ļak 

4-18% suve mase listova domaĺe jabuke (Mikulic Petkovġek i sar., 2009). Znaļajne koliļine florizina 

se takoĽe nalaze u korenu, stablu i kori drveta jabuke, dok je u manjoj meri zastupljen i u plodovima 

(De Koninck, 1835). Kljuļni korak u biosintezi florizina je glikozilacija floretina na 2ǋ poziciji koju 

katalizuje floretin uridin-difosfat-glikoziltransferaza (Zhou i sar., 2017). Zbog svoje ġiroke 

rasprostranjenosti, florizin sluģi kao kljuļni parametar za klasifikaciju vrsta iz roda Malus, kao i 

odreĽivanja filogenetskih i fitogeografskih odnosa u okviru podfamilije Maloideae (Aldasoro i sar., 

2005). TakoĽe, florizin se koristi i kao pouzdani marker u prehrambenoj industriji za detektovanje 

prisustva ekstrakta ploda jabuke u meġavini voĺnih sokova (Fernández de Simón i sar., 1992).  

Florizin je prisutan u tragovima kod drugih vrsta iz familije Rosaceae, kao ġto su jagoda 

(Fragaria × ananassa (Duchesne ex Weston) Duchesne ex Rozier) (Hilt i sar., 2003) i ruģa (Rosa 

canina L.) (Hvattum, 2002). Prisustvo floretina u tragovima je detektovano i u vrstama iz familije 

Ericaceae, kao ġto su brusnica (Vaccinium macrocarpon Aiton) (Turner i sar., 2005), japanska 

andromeda (Pieris japonica (Thunb.) D. Don ex G. Don) (Yao i sar., 2005), planinski lovor (Kalmia 

latifolia L.) (Mancini i Edwards, 1979) i puzava azaleja (K. procumbens (L.) Gift, Kron & P. F. 

Stevens ex Galasso, Banfi & F. Conti) (Cuendet i sar., 2000), kao i u vrstama iz drugih familija: nar 

(Punica granatum L.) (Lythraceae) (Mena i sar., 2012), Lippia origanoides Kunth (Verbenaceae) 

(Funari i sar., 2011), Boesenbergia rotunda (L.) Mansf. (Zingiberaceae) (Cheenpracha i sar., 2006), 

balsamatska topola (Populus balsamifera L.) (Salicaceae) (Greenaway i sar., 1989), Lithocarpus 

polystachyus Rehder (Fagaceae) (Dong i sar., 2007) i leska (Corylus avellana L.) (Betulaceae) 

(Ciarmiello i sar., 2014). 
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Uprkos izuzetno visokoj zastupljenosti dihidrohalkona u vrstama roda Malus, njihova 

fizioloġka uloga joġ uvek nije dovoljno istraģena. Neke od potencijalnih fizioloġkih funkcija 

dihidrohalkona u biljkama su odbrana od stresa usled njihovih izraģenih antioksidativnih 

karakteristika (Dugé de Bernoville i sar., 2011; Ibdah i sar., 2017), uloga UV Ăfilteraò u listovima 

(Dugé de Bernoville i sar., 2011), antivirusna uloga (Ben-Othman i sar., 2021), kao i uļeġĺe u zaġtiti 

od bolesti izazvanih insektima ili patogenim gljivama, kao ġto je npr. ļaĽava krastavost jabuke koju 

indukuje gljiva Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter (Slatnar i sar., 2010; Neyman i sar., 2024). O 

fizioloġkoj ulozi floretina i njegovom uļeġĺu u metaboliļkim procesima ima tek nekoliko novijih 

radova. Wang i saradnici (2024) su prouļavali fizioloġku ulogu glikozida floretina (florizina, 

trilobatina i floretin-3ǋ,5ǋ di C-glikozida) u domaĺoj jabuci. Oni su utvrdili da su transgene linije 

jabuke koje su imale manju koliļinu florizina ispoljavale patuljasto rastenje, poremeĺaj u regulaciji 

otvorenosti stoma i manju toleranciju na suġu, kao i poveĺanu osetljivost na infekciju pauļinastim 

grinjama (Tetranychus urticae Koch). Pored toga, Li i sar. (2024) navode da se floretin pojaļano 

akumulirao u listovima Malus hupehensis (Pamp.) Rehder na veĺim nadmorskim visinama uz 

smanjenje intenziteta procesa fotosinteze, ġto bi moglo da predstavlja potencijalnu ulogu u zaġtiti od 

UV zraļenja.  

Slika 2. Strukturne formule floretina (A) i florizina (B); Autotoksiļnost u zasadu jabuke (C): zdrave sadnice 

jabuke nakon osam nedelja (levo) i sadnice jabuke zahvaĺene ARDom (desno). Slike sadnica su preuzete iz 

publikacije Mahnkopp i sar. (2018). ARD ï ĂApple Replant Diseaseò. 

Analize transkriptoma i sadrģaja fitohormona kod domaĺe jabuke su pokazale da floretin 

moģe da moduliġe signalne puteve auksina i abscisinske kiseline, kao i ekspresiju karbonatne 

dehidrataze i na taj naļin negativno reguliġe veliļinu, prostorni raspored i stepen otvorenosti stoma, 

spreļavajuĺi odavanje vode i doprinoseĺi otpornosti na suġu (Wang i sar., 2024). Jedan od kljuļnih 

zakljuļaka istraģivanja Wang i saradnika (2024) se odnosi na metabolizam i funkcionalnu razliku 

meĽu glikozidnim oblicima floretina. Oni su pokazali da se florizin moģe hidrolizovati u floretin 

unutar biljke, omoguĺavajuĺi njegovo aktivno delovanje, dok trilobatin i floretin-3ǋ,5ǋ di C-glikozid 
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nemaju ovu sposobnost. Ovi rezultati ukazuju na to da glikozilacija floretina u florizin u jabuci nije 

samo metaboliļki proces, veĺ i mehanizam regulacije fizioloġkih funkcija i otpornosti biljke na 

razliļite oblike stresa. 

Zbog svoje tipiļne dihirdohalkonske strukture i odsustva ugljenohidratnih komponenti, 

floretin je veoma fleksibilan molekul koji je sposoban da efikasno interaguje sa drugim bioloġkim 

makromolekulima, ġto mu daje ġirok spektar bioloġkih aktivnosti (Behzad i sar., 2017; Choi, 2019; 

Tuli i sar., 2022; Habtemariam, 2023; Shelke i sar., 2024). Shodno tome, floretin je temeljno 

istraģivan kroz farmakoloġka i kliniļka ispitivanja, gde je prepoznat kao jedinjenje sa izuzetnim 

antioksidativnim, antikancerogenim i imunoprotektivnim svojstvima (Barreca i sar, 2014; Nithiya i 

Udayakumar, 2016; Behzad i sar., 2017; Mariadoss i sar., 2019). Brojni autori izveġtavaju o 

potencijalnoj primeni floretina u razliļitim terapijskim pristupima, ukljuļujuĺi leļenje osteoartritisa 

(Zheng i sar., 2018) i dermatoloġkih promena (Casarini i sar., 2020), njegovu upotrebu kao 

antiinflamatornog i citoprotektivnog agensa (Chang i sar., 2012; de Oliveira, 2016), kao i pomoĺnog 

sredstva u terapiji dijabetesa i maligniteta (Sampath i sar., 2017; Choi, 2019). 

 

1.2.1. Fitotoksiļni potencijal floretina: pregled postojeĺih studija 

Prva zapaģanja o potencijalnoj fitotoksiļnosti floretina i njegovog glikozida florizina se 

odnose na pojavu autotoksiļnosti u zasadima jabuke (Börner 1959, 1960). Uzgajivaļi jabuke su 

primetili neobiļne simptome kod novih sadnica nakon sadnje na mestima nekadaġnjih voĺnjaka 

jabuke. Sadnice su se teġko primale u takva zemljiġta, imale su slabo razvijen korenov sistem, 

usporeno rastenje, niske prinose i loġ kvalitet plodova, zbog ļega je ova pojava nazvana ĂApple 

Replant Diseaseò (ARD) (Börner 1959, 1960) (Slika 2C). Istraģivanja Zhang i sar. (2007) i Bai i sar. 

(2009) su ukazala da eksudati korena vrsta M. pumila i M. prunifolia (Willd.) Borkh. deluju 

inhibitorno na klijanje i rastenje klijanaca sopstvene vrste. Uprkos veoma polemisanoj etiologiji 

ARD-a (WeiÇ i sar. 2017; Mahnkopp i sar. 2018), floretin i florizin, koji se izluļuju iz korena jabuke 

ili nastaju razlaganjem kore stabla, listova, plodova, korena ili drugih delova drveta, mogu se smatrati 

kljuļnim faktorima ukljuļenim u manifestaciju ARD-a (Yin i sar., 2016; Nicola i sar., 2017; Yin i 

sar., 2018). Nicola i saradnici (2017) su ukazali da smeġa zemlje i usitnjenih korenova od podloge za 

kalemljenje jabuke ï M26, negativno utiļe na klijance jabuke sorte Fudģi, smanjujuĺi sadrģaj 

hlorofila, masu korena i ukupnu masu klijanaca. Hemijskom analizom zemljiġta je detektovan 

poveĺan sadrģaj florizina i floretina u pomenutoj smeġi. Detaljna istraģivanja su pokazala da egzogena 

primena florizina u visokim koncentracijama (1 ï 4 mM) dovodi do pojave autotoksiļnosti kod vrste 

M. hupehensis. Kod klijanaca je zabeleģeno znaļajno smanjenje intenziteta fotosinteze i ĺelijske 

respiracije, kao i poveĺanje sadrģaja malondialdehida (MDA) i aktivnosti antioksidativnih enzima 

(Jianghong i sar., 2007). Sliļne efekte su uoļili Cui i sar. (2010) kod vrste 

Malus × micromalus Makino, gde je florizin doveo do porasta aktivnosti antioksidativnih enzima i 

sadrģaja MDA i prolina, srazmerno koncentraciji i trajanju tretmana. Wang i saradnici (2012) su 

ustanovili smanjenje intenziteta ĺelijske respiracije i aktivnosti enzima ukljuļenih u ciklus 

trikarboksilne kiseline u korenu vrste M. hupehensis koji je tretiran 4 mM florizinom. Pored toga, 

tretman floretinom i florizinom u koncentracijama detektovanim u zemljiġtu voĺnjaka je izazvao 

poveĺanje nivoa ekspresije gena koji kodiraju proteine ukljuļene u zaġtitne mehanizme korena vrste 

M. hupehensis (Yin i sar., 2018). Nedavno su Xiang i sar. (2021) analizirali korelaciju izmeĽu 

prisustva florizina, organske materije i gljiva iz rodova Fusarium Link i Mortierella Coem. u 
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zemljiġtu sa stepenom manifestacije simptoma ARD kod sadnica jabuke. Matematiļko modeliranje 

je potvrdilo da na stepen razvijenosti simptoma bolesti utiļe prisustvo sva tri ļinioca: 

mikroorganizmi, florizin i organska materija u zemljiġtu. Svi ovi nalazi ukazuju na to da bi 

dihidrohalkoni, bilo da se izluļuju iz korena ili oslobaĽaju tokom razgradnje organske materije, mogli 

da igraju ulogu u razvoju simptoma ARD, bilo direktno ili indirektno utiļuĺi na mikroorganizme 

rizosfere.  

Istraģivanja naġe istraģivaļke grupe su pokazala da eksudati korena domaĺe jabuke sorte 

Zlatni deliġes imaju inhibitorno delovanje na rastenje i razviĺe klijanaca A. thaliana (Staniġiĺ i sar., 

2019), ġto predstavlja pionirski korak u istraģivanjima fitotoksiļnosti dihidrohalkona jabuke prema 

vrstama izvan roda Malus. Analizom hemijskog sastava eksudata korena jabuke, pored kafeinske i 

hlorogene kiseline, detektovani su floretin i florizin u pribliģno jednakim koncentracijama od ~3,5 ng 

mg-1 suve mase korenova. Tretman eksudatom korena jabuke je doveo do smanjenja izduģivanja 

korena klijanaca A. thaliana za 35% i izdanaka za 62% (Staniġiĺ i sar., 2019). Ipak, najizraģeniji uticaj 

je ostvaren na formiranje boļnih korenova, pri ļemu je njihov broj smanjen za ļak 74% nakon 10 

dana tretmana. Autori su pokazali da je inhibicija izduģivanja korena kod klijanaca povezana sa 

naruġenom ekspresijom gena za ciklin-zavisne kinaze (CDK) (Staniġiĺ i sar., 2019) koje igraju 

kljuļnu ulogu u regulaciji ĺelijskog ciklusa i evolutivno konzerviranom mehanizmu deobe ĺelija kod 

eukariota (Berckmans i De Veylder, 2009). Tretman klijanaca A. thaliana eksudatom korena jabuke 

u trajanju od 10 dana je doveo do smanjenja nivoa ekspresije gena za ciklin-zavisne kinaze CDKA1;1 

i CDKB2;1 i cikline CYCA3;1 i CYCB2;4 u izdancima, dok je njihova ekspresija u korenu ostala 

nepromenjena (Staniġiĺ i sar., 2019).  

 

 

 

Fitohormon auksin, odnosno indol-3-sirĺetna kiselina (IAA), kao njegov najzastupljeniji oblik 

u biljkama je dobio naziv po grļkoj reļi ĂŬɡɝɎɜɤò ġto znaļi rasti, jer je prvobitno bio poznat kao 

Ăhormon rastaò. Otkrio ga je holandski botaniļar Frits Varmolt Vent 1928. godine, kada je izdvojio 

ovaj fitohormon iz vrġnog dela koleoptila ovsa i opisao njegovu ulogu u regulisanju rastenja biljaka. 

Ubrzo nakon toga, ameriļki nauļnik Kenet Triman je izolovao IAA kao ļistu supstancu i 

identifikovao njenu hemijsku strukturu.  

Auksini predstavljaju jednu od najvaģnijih grupa fitohormona koja je ukljuļena u veĺinu 

razvojnih i fizioloġkih procesa tokom ļitavog ģivotnog ciklusa (Mockaitis i Estelle, 2008; Cui i sar., 

2013; Ljung, 2013; Mishra i sar., 2022; Yu i sar., 2022). Smatra se da su auksini kljuļni za biljku 

poļevġi od prvih zigotskih deoba (Mockaitis i Estelle, 2008; Mishra i sar., 2022). Tokom 

embriogeneze, auksini su neophodni za diferencijaciju inicijalnih ĺelija meristema korena i 

vaskularnu povezanost svih organa u razvoju. Kako biljka sazreva, auksini reaktiviraju diferencirane 

ĺelije tako da promoviġu dodatni razvoj vaskularnog tkiva i reguliġu formiranje boļnih organa 

(Mockaitis i Estelle, 2008). Na taj naļin akumulacija auksina u ĺelijama pericikla odreĽuje mesto 

inicijacije boļnog korena, a u grupama ĺelija na periferiji apikalnog meristema izdanaka odreĽuje 
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mesto inicijacije lisne ili cvetne primordije (Benková i sar., 2009). Tokom celog ģivotnog ciklusa, 

auksini utiļu na deobu i izduģivanje ĺelija i omoguĺavaju rastenje biljaka. Auksini takoĽe reguliġu 

tropizme, arhitekturu podzemnih i nadzemnih organa (Quint i Gray, 2006; Cui i sar., 2013; Ljung, 

2013; Yu i sar., 2022), kao i razvoj i formiranje cvetnih organa (Krizek, 2011).   

 

1.3.1. Biosinteza auksina  

Auksini se sintetiġu u meristemskim tkivima korena i izdanka, mladim listovima, 

kotiledonima i nezrelim plodovima (Zaģ²malov§ i Napier, 2003). Putevi biosinteze auksina mogu da 

budu nezavisni i zavisni od triptofana. L-triptofan (TRP) je aromatiļna amino-kiselina koja se 

sintetiġe u hloroplastima ġikiminskim putem (Mano i Nemoto, 2012). Najpre se ġikiminska kiselina 

konvertuje u horizminsku kiselinu, koja prelazi u antranilat. Zatim nastaje fosforibozilantranilat, koji 

nizom biohemijskih reakcija prelazi u indol-3-glicerol fosfat. Uz pomoĺ enzima triptofan-sintaze, 

triptofan se sintetiġe iz indol-3-glicerol fosfata i serina. 

Triptofan predstavlja kljuļni prekursor za ļetiri glavna naļina biosinteze auksina (Slika 3) 

(Mano i Nemoto, 2012; PŊnļ²k i sar., 2018; Menon i sar., 2022): 

¶ Put triptamina (TAM) 

¶ Put indol-3-piruvata (IPyA) 

¶ Put indol-3-acetamida (IAM)  

¶ Put indol-3-acetaldoksima (IAOx)  

 

1.3.1.1. Put triptamina 

 

Triptamin (TAM) je organsko jedinjenje koje se sintetiġe iz triptofana. Iako prisutan u 

tragovima, vaģan je kao prekursor za proizvodnju drugih bioloġki aktivnih supstanci. Put sinteze IAA 

preko TAM obuhvata poļetni korak dekarboksilacije TRP pri ļemu nastaje TAM (Slika 3), a zatim 

korak deaminacije uz pomoĺ amin-oksidaze, pri ļemu nastaje indol-3-acetaldehid (IAH), koji se 

zatim oksiduje do IAA (Zaģ²malov§ i Napier, 2003; Menon i sar., 2022).  

 

1.3.1.2. Put indol-3-piruvata 

 

Put indol-3-piruvata (IPyA) se smatra jednim od najzastupljenijih puteva biosinteze auksina 

u biljnom carstvu (Luo i Di, 2023). Najpre se TRP, uz pomoĺ triptofan-aminotransferaze (TAR), 

konvertuje u IPyA (Slika 3). Nakon toga, IPyA se moģe direktno konvertovati u IAA posredstvom 

flavin-monooksigenaze (YUC) ili dekarboksilisati do IAH, nakon ļega nastaje IAA (Menon i sar., 

2022). Ranije se smatralo da je ovaj biosintetski put najdominantniji u A. thaliana, ali su genetska 

istraģivanja to opovrgnula (Mano i Nemoto, 2012). 
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1.3.1.3. Put indol-3-acetamida 

 

Biosintetski put indol-3-acetamida (IAM) podrazumeva konverziju TRP u IAM uz pomoĺ 

enzima triptofan-2-monooksigenaze (IAAM) koju kodira gen aux1/iaaM/tms1, a zatim se IAM 

konvertuje u IAA uz pomoĺ IAM-hidrolaze (IAAH) koju kodira gen aux2/iaaH/tms2 (Woodward i 

Bartel, 2005; Mano i Nemoto, 2012). Put IAM se smatra zasebnim putem, iako on moģe da bude i 

deo puta IAOx (Slika 3) (Kasahara, 2016). 

 

Slika 3. Ġematski prikaz biosintetskih puteva auksina koji su zavisni od triptofana. Preuzeto i modifikovano 

iz Menon i sar. (2022). 

 

1.3.1.4. Put indol-3-acetaldoksima 

 

Put indol-3-acetaldoksima (IAOx) je najļeġĺi i najvaģniji naļin biosinteze auksina kod A. 

thaliana (Slika 3). Ovaj put je karakteristiļan za rod Brassica L. (Sugawara i sar., 2009), gde se uz 

pomoĺ dva enzima za sintezu citohroma P450 pod nazivom CYP79B2 i CYP79B3 (citohrom P450 

monooksigenaze), triptofan direktno pretvara u IAOx (Zaģ²malov§ i Napier, 2003) koji dalje moģe 

da se konvertuje u indol-3-acetonitril (IAN) i indol-3-acetamid (IAM), direktne prekursore u 

biosintezi IAA (Zhao i sar., 2002; Sugawara i sar., 2009; Brumos i sar., 2014). U ovom biosintetskom 

putu, IAN, koji nastaje od IAOx, moģe da preĽe direktno u IAA pod dejstvom nitrilaze. Alternativno, 

IAN prelazi u IAM posredstvom nitrilne hidrataze, a zatim u IAA (Slika 3). 
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Mano i Nemoto (2012) naglaġavaju da biosintetski put IAOx nije uobiļajen za biljne vrste i 

da su geni CYP79B pronaĽeni samo kod vrsta A. thaliana, uljane repice (Brassica napus L.) i bele 

slaļice (Sinapis alba L.). IAOx je prvobitno izolovan iz kupusa (Brassica oleracea L.) i repe (B. 

campestris L.) (Mano i Nemoto, 2012). Kod A. thaliana, IAOx je takoĽe prekursor za biosintezu 

glukobrasicina i kamaleksina (Kasahara, 2016). Ekspresija gena CYP79B2 je najizraģenija u mladom 

korenu, kotiledonima i vaskularnim tkivima kod A. thaliana (Kasahara, 2016). 

 

1.3.1.5. Biosintetski putevi auksina nezavisni od triptofana 

 

U sluļaju biosinteze IAA nezavisno od TRP, IAA nastaje od antralinata, ali ne preko TRP, 

nego od indol-3-glicerol-fosfata i indola. Oba naļina biosinteze IAA mogu da budu zastupljena u 

istoj biljci. Put nezavisan od TRP je karakteristiļan za posebne stadijume u embriogenezi i u rastenju 

klijanaca (Zaģ²malov§ i Napier, 2003). Neka istraģivanja sugeriġu da bi ovaj naļin biosinteze IAA 

mogao da ima znaļajnu ulogu kod A. thaliana (Kasahara, 2016). 

 

1.3.2. Metabolizam auksina 

Zbog delikatnosti u regulaciji fizioloġkih procesa koji zavise od koncentracije auksina, biljke 

su razvile nekoliko mehanizama za kontrolu sadrģaja aktivnog auksina. Jedan od njih je formiranje 

neaktivnih konjugata sa amino-kiselinama, ġeĺerima ili peptidima koji imaju ulogu u skladiġtenju 

IAA ili ulogu intermedijera u nepovratnom procesu razgradnje ļiji je krajnji produkt oksindol-3-

sirĺetna kiselina (oxIAA) (Hayashi i sar., 2021). Joġ jedan naļin za skladiġtenje IAA je njegova 

konverzija u indol-buternu kiselinu (eng. indole-3-butyric acid, IBA). Ovaj proces je reverzibilan, 

tako da iz IBA moģe nastati slobodna IAA putem ɓ-oksidacije (Woodward i Bartel, 2005). 

Kod A. thaliana su otkrivena ļetiri kljuļna enzima odgovorna za inaktivaciju slobodne 

(aktivne) IAA (Hayashi i sar., 2021): 

¶ IAA karboksil-metiltransferaza 1, koja konvertuje IAA u IAA-metil-estar; 

¶ UDP glukoziltransferaza UGT84B1, koja katalzuje formiranje IAA-ɓ-D-glukozida in vivo i 

in vitro; 

¶ Dioksigenaza za oksidaciju auksina (DAO1), koja konvertuje IAA do oxIAA; 

¶ Acil -amido-sintetaza, indukovana genom GRETSCHENHAGEN3 (GH3), koja katalizuje 

reakcije konjugacije IAA sa aminokiselinama, pri ļemu nastaju IAA aspartat (IAA-Asp) i 

IAA glutamat (IAA-Glu). 

Najnovija istraģivanja su pokazala da konjugati IAA sa aminokiselinama aspartatom i 

glutamatom (IAA-Asp i IAA-Glu) mogu istovremeno da sluģe kao oblici za skladiġtenje IAA i kao 

intermedijeri u procesu degradacije IAA do oxIAA (Hayashi i sar., 2021). 

  Novi model odrģavanja metaboliļke homeostaze auksina pretpostavlja da ne dolazi do 

direktne oksidacije IAA do oxIAA, veĺ do ireverzibilne oksidacije IAA-Asp i IAA-Glu posredstvom 

enzima DAO1, pri ļemu nastaju oxIAA-Asp i oxIAA-Glu koji hidrolizom oslobaĽaju oxIAA 

(Hayashi i sar., 2021). S druge strane, auksinski konjugati sa aminokiselinama IAA-Asp i IAA-Glu 
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mogu se reverzibilno konvertovati u slobodnu IAA uz pomoĺ enzima IAA-Leu-Resistant1 (ILR1) 

(Hayashi i sar., 2021) u sluļajevima kada je to potrebno, kao ġto je klijanje semena (Woodward i 

Bartel, 2005) i izduģivanje hipokotila (Zheng i sar., 2016). Za monokotile je karakteristiļno da 

skladiġte konjugate koji su glikozilovani estarskim vezama, dok dikotiledone vrste skladiġte 

konjugate koji su glikozilovani amidnim vezama (Woodward i Bartel, 2005). Kod A. thaliana je u 

proseku zastupljeno 90% konjugata IAA sa amidnim vezama, 10% konjugata IAA sa estarskim 

vezama i oko 1% slobodne IAA (Woodward i Bartel, 2005).  

 

1.3.3. Polarni transport auksina 

Molekul IAA je izgraĽen od indolnog prstena i karboksilne grupe, i poseduje karakteristike 

slabe organske kiseline. Pri niģim pH vrednostima, karboksilna grupa se protonizuje ļineĺi da 

molekul bude manje polaran. U ovom obliku (IAA-H), molekul moģe da difunduje kroz ĺelijsku 

membranu i da se na taj naļin kreĺe kroz biljku (Slika 4). Suprotno tome, negativno naelektrisana 

IAAï je previġe polarna da bi slobodno difundovala kroz ĺelijsku membranu. Ovakav, anjonski oblik 

IAA se transportuje posredstvom specifiļnog mehanizma poznatog kao polarni transport auksina 

(Feng i sar., 2022). 

 

Slika 4. Ġematski prikaz polarnog transporta auksina u ĺeliji. U auksinske transportere spadaju PIN-FORMED 

(PIN), AUXIN RESISTANT1/LIKE AUXIN RESISTANT (AUX1/LAX) i ATP-BINDING CASSETTE 

SUBFAMILY B TRANSPORTER (ABCB). Protonovana IAA (IAAH) ulazi u ĺelije putem pasivnog 

transporta (difuzija) i u unutraġnjosti ĺelije koja je neutralna ili alkalna, IAAH disosuje na IAAī i H+. Anjon 

auksina (IAAī) i H+ mogu uĺi u ĺelije samo preko transportera za influks AUX1/LAX.  IAAī moģe da napusti 

ĺeliju jedino preko transportera za efluks, PIN ili ABCB. Polarna lokalizacija PIN proteina odreĽuje pravac 

protoka auksina. Neki intracelularni molekuli IAA se mogu transportovati u endoplazmatiļni retikulum preko 

nosaļa PIN5, PIN6 i PIN8 da bi se regulisala homeostaza i metabolizam auksina u ĺeliji. PIN protein se moģe 

obnoviti endocitozom i ponovo uneti u lipidni dvosloj. Strelice pokazuju pravac toka auksina. Preuzeto iz Feng 

i sar. (2022). 
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Polarni transport auksina omoguĺava aktivan ulazak (influks) i izlazak (efluks) IAA iz ĺelije 

uz pomoĺ specifiļnih auksinskih transportera, i to:   

¶ PIN-FORMED (PIN) 

¶ PIN-LIKES (PILS) 

¶ AUXIN RESISTANT1/LIKE AUXIN RESISTANT (AUX1/LAX) 

¶ ATP-BINDING CASSETTE SUBFAMILY B TRANSPORTER (ABCB) tj. MULTI-DRUG 

RESISTANCE/P-GLYCOPROTEIN (MDR/PGP) subfamilija (Zaģ²malov§ i sar., 2010). 

Auksinski transporteri AUX1/LAX su odgovorni za ulazak auksina u ĺelije (influks), dok 

proteini iz PIN familije (PIN1, PIN2, PIN3, PIN4, PIN7) svojom polarnom lokalizacijom u 

specifiļnim ĺelijama omoguĺavaju akropetalni i bazipetalni protok auksina neophodan za formiranje 

lokalnih maksimuma ili gradijenata izmeĽu ĺelija (Slika 5) (Vieten i sar., 2005; Michniewicz i sar., 

2007). PIN5, PIN6, PIN8 i PILS proteini su verovatno ukljuļeni u regulaciju intracelularne auksinske 

homeostaze (PŊnļ²k i sar., 2013). Smatra se da su ATP-zavisni ABCB transporteri vaģni kako za 

udaljeni transport, tako i za uspostavljanje lokalnog auksinskog gradijenta i formiranje auksinskog 

maksimuma, odnosno minimuma (Zaģ²malov§ i sar., 2010).  

 

Slika 5. Ġematski prikaz polarnog transporta auksina u korenu A. thaliana na osnovu Vieten i sar. (2005), 

Michniewicz i sar. (2007) i Geisler i sar. (2017); crvene strelice oznaļavaju pravce protoka auksina. ABCB 

(ATP-BINDING CASSETTE SUBFAMILY B TRANSPORTER), PIN (PIN-FORMED). 

Polarni transport auksina se odvija u izdanku i korenu, s tim ġto je u izdanku bazipetalan 

(prema bazi izdanka), a u korenu najpre akropetalan (od baze korena gde ulazi iz izdanka pa prema 
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vrhu korena), a zatim bazipetalan kroz kolumelu i lateralne delove korena pomoĺu PIN2 transportera 

(Slika 5). Najveĺa koncentracija IAA (auksinski maksimum) se postiģe u inicijalnim ĺelijama 

kolumele u vrhovima korena (Friml, 2003), a smanjuje se prema hipokotilu (Clark i sar., 2014). 

Auksin se takoĽe proizvodi in situ, u vrhu korena, gde se maksimalna sinteza odvija u mirujuĺem 

centru i meristemskim ĺelijama (PŊnļ²k i sar., 2013). 

Svi transporteri auksina deluju sinergistiļki, omoguĺavajuĺi plastiļnost korenovog sistema 

prilikom delovanja razliļitih sredinskih stimulusa (Sun i sar., 2010; Yuan i sar., 2013; Li i sar., 2015; 

Yuan i Huang, 2016; Bahmani i sar., 2020) ili alelohemikalija iz zemljiġta (Zhang i sar., 2018b; Li i 

sar., 2019). 

 

1.3.4. Prenos auksinskih signala u ĺeliji 

Kombinacijom molekularnog, genetiļkog i biohemijskog pristupa uspeġno je identifikovano 

nekoliko kljuļnih komponenti ukljuļenih u prenos auksinskih signala. Rani auksinski odgovori u 

jedru ukljuļuju aktivaciju transkripcije gena regulisanu putem degradacije proteina represora 

transkripcije (Guilfoyle i Hagen, 2015). Studije pokazuju da postoji visok stepen raznolikosti i 

sloģenosti ovih procesa, uglavnom zbog postojanja multigenskih porodica represora za svaku od 

glavnih molekulskih komponenti. Na primer, kod A. thaliana postoji 29 Aux/IAA gena, koji su 

zaduģeni za represiju gena za rane auksinske odgovore (Hagen, 2015).  

Geni ļiju aktivnost indukuju auksini se dele na grupu ranih gena i grupu kasnih gena. Oni se 

razlikuju po brzini sinteze proteina nakon delovanja auksina. Rani geni ne zahtevaju prethodnu 

sintezu transkripcionih faktora, pa se kompleks za inicijaciju transkripcije aktivira neposredno posle 

vezivanja auksina (Neġkoviĺ i sar., 2003). Smatra se da su transkripcioni faktori veĺ vezani za 

odgovarajuĺe cis-elemente u promotorima ranih gena, ali je za njih vezan i jedan represorni protein 

(Aux/IAA) koji spreļava transkripciju. Uloga auksina je da pokrene razgradnju ovog represornog 

proteina. Proteini ranih gena poseduju signal za transport u jedro, a takoĽe sadrģe domen kojim se 

vezuju za DNK. Rani geni imaju regulatornu funkciju. Njihovi produkti (mRNK i proteini) reguliġu 

funkcije kasnih gena, ļija je aktivnost ukljuļena u morfogenetske procese (Neġkoviĺ i sar., 2003). 

Dokaz za to su mutacije u ranim genima, koje su otkrivene kod A. thaliana, a koje dovode do 

morfogenetski aberantnih biljaka (Neġkoviĺ i sar., 2003). 

Biljne ĺelije prepoznaju prisustvo auksina na osnovu vezivanja za specifiļne receptore, kao 

ġto su TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 (TIR1) i proteini sliļni njemu, tzv. AUXIN 

SIGNALING F-BOX PROTEIN 1 - 5 (AFB1-AFB5), kao i AUXIN BINDING PROTEIN (ABP1) 

(Garay Arroyo i sar., 2012). TIR1 i AFB1-AFB5 su F-box subjedinice kompleksa ubikvitin ligaze 

SCFTIR1. Vezivanje auksina za receptore ne dovodi do konformacionih promena, veĺ do stabilizacije 

interakcija izmeĽu TIR1 i Aux/IAA transkripcionog represora. Ova interakcija rezultira 

ubikvitinacijom Aux/IAA i naknadnom degradacijom od strane proteozoma. Degradacija Aux/IAA 

dovodi do oslobaĽanja proteina AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF), koji formiraju dimere i 

reguliġu ekspresiju njihovih ciljnih gena (Calder·n Villalobos i sar., 2012).  

Aktivnost auksina utiļe na ekspresiju mnogih gena, kao ġto je primeĺeno analizom 

transkriptoma mRNK (Neġkoviĺ i sar., 2003). Veĺina gena na koje utiļe auksin sadrģi u svom 

promotoru jedan ili viġe segmenata specifiļne sekvence TGTCTC, koje se nazivaju AuxRE elementi 
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(eng. auxin responsive elements) (Neġkoviĺ i sar., 2003; Calderón Villalobos i sar., 2012). Za AuxRE 

elemente se vezuju transkripcioni faktori, koji zajedno sa njima uļestvuju u inicijaciji transkripcije 

pri sintezi nove mRNK (Neġkoviĺ i sar., 2003).  

 

1.3.5. Uloga auksina u regulaciji rastenja i razviĺa biljaka 

 Rastenje se kod biljaka definiġe kao nepovratno poveĺanje njihove veliļine i mase usled 

poveĺanja broja i veliļine ĺelija (Teale i sar., 2006). Rastenje i razviĺe biljaka je uslovljeno 

spoljaġnjim i unutraġnjim faktorima. Od unutraġnjih faktora, najvaģniji su fitohormoni i genetiļki 

faktori, a od spoljaġnjih faktora abiotiļki i biotiļki ļinioci kao ġto su: svetlost, temperatura, dostupnost 

vode i hranljivih materija, kao i prisustvo ili odsustvo stresa. Mehanizmi kontrole, regulacije i 

koordinacije procesa rastenja i razviĺa biljaka se mogu ispoljiti na tri nivoa (Neġkoviĺ i sar., 2003): 

¶ Intracelularni nivo ï podrazumeva regulaciju na nivou nukleinskih kiselina i proteina. Svi 

faktori koji utiļu na replikaciju DNK, transkripciju, translaciju i aktivnost specifiļnih 

enzima utiļu i na razviĺe. 

¶ Intercelularni nivo regulacije (na nivou organizma) se obavlja pomoĺu posebnih hemijskih 

supstanci ï fitohormona. 

¶ Ekstracelularni nivo podrazumeva induktivno i usmeravajuĺe delovanje spoljaġnjih 

faktora na razviĺe. 

Auksini uļestvuju u regulaciji ĺelijske deobe poļev od prve deobe zigota, do razvijanja biljnih 

organa. Aktivnost auksina je fino koordinisana sa drugim molekulima ļineĺi jedan kompleksni sistem 

koji reguliġe rastenje i razviĺe biljaka.  

 

1.3.5.1. Auksini i njihova funkcija u fiziologiji klijanja  

 

Klijanje predstavlja sloģen fizioloġko-biohemijski proces tokom koga se iz semena razvija 

nova biljka, a zapoļinje onog trenutka kada seme izaĽe iz faze dormancije, koja ima ulogu zaġtitnog 

mehanizma, spreļavajuĺi klijanje u nepovoljnim ekoloġkim uslovima (Bewley, 1997; Fu i sar., 2024). 

Dormancija je odreĽena genetiļkim faktorima, ali i uslovima spoljaġnje sredine kao ġto su svetlost, 

temperatura, vlaģnost i dostupnost hranljivih materija (Graeber i sar., 2012; Arc i sar., 2013; Finch-

Savage i Footitt, 2017). Pored toga, mehaniļki faktori kao ġto je uklanjanje semenjaļe takoĽe mogu 

da utiļu na izlazak iz faze dormantnosti i poļetak klijanja.  

Semena monokotila i dikotila su razliļito graĽena. Monokotile sadrģe embrion, endosperm i 

semenjaļu. Embrion se sastoji od ļetiri primarne komponente: korenak (radikula) sa zaġtitnom 

ovojnicom koleorizom, slabo razvijen hipokotil, kotiledon sa skutelumom koji povezuje kotiledon sa 

endospermom, i stabaoce (epikotil) sa plumulom, obavijeno koleoptilom (Fu i sar., 2024). Za razliku 

od njih, veĺina dikotila ne sadrģi endosperm, dok embrion ļine korenak, hipokotil, dva kotiledona i 

stabaoce (Neġkoviĺ i sar., 2003). Semena A. thaliana i nekih leguminoza sadrģe tanak omotaļ 

endosperma, koji ih ġtiti od preranog klijanja usled visokih temperatura (Piskurewicz i sar., 2023). 

Semenjaļa sluģi kao prirodna barijera koja spreļava ulazak vode i kiseonika, ġto doprinosi dormanciji 

semena (Fu i sar., 2024). Nakon ġto izaĽu iz faze dormancije, semena A. thaliana veoma lako mogu 
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da proklijaju, a za to je dovoljno da imbibuju u vodi (Bewley, 1997). Poļetak klijanja podrazumeva 

niz vidljivih razvojnih stadijuma, kao ġto su pucanje semenjaļe uz istovremeno pucanje endosperma 

i izbijanje korenka (Fu i sar., 2024).    

Kljuļnu ulogu u klijanju imaju fitohormoni. Kada nastupe povoljni uslovi, dolazi do aktivacije 

giberelina, koji dalje promoviġu klijanje (Bentsink i Koornneef, 2008). Suprotno giberelinima, ABA 

i IAA utiļu negativno na proces klijanja (Bentsink i Koornneef, 2008; Liu i sar., 2013). U veĺim 

koliļinama, auksin inhibira klijanje, odnosno odrģava dormantnost semena tako ġto utiļe na 

poveĺanje sadrģaja ABA (Liu i sar., 2013) i na senzitivnost semena prema ovom fitohormonu (Brady 

i sar., 2003). Ustanovljeno je da tek nakon represije ARF gena dolazi do klijanja semena i pravilnog 

razvoja klijanaca (Liu i sar., 2007). Nakon ġto se formira klijanac, auksini stimuliġu izduģivanje 

epikotila i ubrzavaju rastenje klijanaca (Zhao i sar., 2024).  

 

1.3.5.2. Uloga auksina u razvoju korenovog sistema 

 

U procesu rizogeneze, auksini igraju znaļajnu ulogu, pre svega u regulaciji deobe ĺelija 

korena, a zatim i u indukciji adventivnih i boļnih korenova (Fukaki i Tasaka, 2009). Najviġa 

koncentracija auksina nalazi se u mirujuĺem centru, dok su srednje koliļine auksina karakteristiļne 

za umerenu mitotiļku aktivnost u vrhu korena (Garay-Arroyo i sar., 2012). Nizak sadrģaj auksina u 

meristemskoj zoni povezan je sa intenzivnim ĺelijskim deobama, dok najniģi sadrģaj auksina 

oznaļava prestanak ĺelijske deobe i poļetak izduģivanja ĺelija (Garay-Arroyo i sar., 2012). 

Auksini zajedno sa ġeĺerima imaju kljuļnu ulogu u razviĺu primarnog i boļnih korenova, kao 

i apikalnog meristema korena. Glukoza deluje kao kljuļni signal koji aktivira kinazu TARGET OF 

RAPAMYCIN (TOR). Ovaj signal pokreĺe snaģnu sveobuhvatnu transkripciju gena vezanih za S-

fazu i metaboliļke procese poput glikolize, citratnog ciklusa, mitohondrijalnih funkcija i sinteze 

proteina (Sheen, 2014). Aktivnoġĺu TOR kinaze dolazi do direktne fosforilacije transkripcionog 

faktora E2 PROMOTER BINDING FACTOR A (E2Fa), ļime se omoguĺava aktivacija gena S-faze 

koji su neophodni za ĺelijsku proliferaciju u apikalnom meristemu korena (Xiong i sar., 2013; Sheen, 

2014; Li i sar., 2017). 

Pored toga, signalni put TOR utiļe i na protein ETHYLENE-INSENSITIVE PROTEIN 2 

(EIN2), kljuļni integrator etilenskog signala. Fosforilacijom EIN2, TOR spreļava njegov transport u 

jedro, ļime poveĺava ekspresiju E2Fa i pospeġuje aktivaciju meristema nezavisno od klasiļne 

etilenske signalizacije (Fu i sar., 2021). Pored toga, TOR fosforiliġe i stabilizuje PIN2, koji je 

potreban za uspostavljanje gradijenta auksina i ekspanziju ĺelija u primarnom korenu (Yuan i sar., 

2020). 

U uslovima nedostatka ġeĺera, transkripcioni faktor bZIP11 (BASIC LEUCINE-ZIPPER 11) 

kontroliġe meristem korena indukujuĺi ekspresiju gena IAA3/SHY2 (INDOLE-3-ACETIC ACID 

INDUCIBLE 3; SHORT HYPOCOTYL 2). Poznato je da je IAA3/SHY2 negativan regulator rastenja 

korena koji utiġava transkripciju auksinskih transportera iz porodice PIN, ļime inhibira rastenje 

korena u uslovima deficita hranljivih materija (Weiste i sar., 2017). Moģe se zakljuļiti da ġeĺeri utiļu 

na transport auksina i doprinose formiranju lokalnog auksinskog gradijenta, ġto se odraģava na 

rastenje i razviĺe biljaka. 
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Do inicijacije i razviĺa primordija boļnih korenova dolazi usled auksinske stimulacije deobe 

ĺelija pericikla, koje formiraju meristemsko ispupļenje usled periklinalnih deoba (Laskowski i sar., 

1995; Casimiro i sar., 2001; Benková i sar., 2003; Fukaki i Tasaka, 2009). Transport auksina je od 

kljuļne vaģnosti za pravilno formiranje primordija boļnih korenova. Brasinosteroidi deluju 

sinergistiļki sa auksinima tako ġto promoviġu akropetalni transport auksina, ļime pospeġuju 

formiranje boļnih korenova (Bao i sar., 2004). Etilen ima dvojako delovanje na razvoj boļnih 

korenova. Visoke koncentracije etilena i njegovog prekursora 1-aminociklopropan-1-karboksilne 

kiseline (ACC) inhibiraju indukciju boļnih korenova i dovode do poremeĺaja gravitropskog 

odgovora hipokotila i korena (Negi i sar., 2008). Za razliku od toga, niske koncentracije etilena i ACC 

stimuliġu indukciju boļnih korenova tako ġto pospeġuju sintezu auksina (Ivanchenko i sar., 2008). 

Citokinini i ABA negativno utiļu na formiranje boļnih korenova. Citokinini inhibiraju ekspresiju 

PIN gena za transport auksina i na taj naļin spreļavaju uspostavljanje auksinskog gradijenta, koji je 

neophodan za indukciju boļnih korenova (Li i sar., 2006; Laplaze i sar., 2007; Kuderová i sar., 2008).   

 

1.3.5.3. Uloga auksina u razvoju nadzemnih organa biljaka 

 

U procesu razvoja nadzemnih organa biljaka aktivira se niz biohemijskih reakcija koje su 

povezane sa delovanjem svetlosti i fitohormona (Mishra i sar., 2022). Ġeĺeri dobijeni fotosintezom 

reguliġu koliļinu IAA u biljnim tkivima putem glukozne signalizacije zavisne od heksokinaze i 

faktora interakcije fitohroma (PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR, PIF TF) koji stimuliġe 

transkripciju gena ukljuļenih u biosintezu IAA (Sairanen i sar., 2012). PIF TF fiziļki interaguje sa 

fotoreceptorima za crvenu svetlost (Pham i sar., 2018). Na svetlosti, auksin reguliġe aktivnost TOR 

kinaze, preko proteina RHO-RELATED PROTEIN 2 (ROP2). TOR kinaza ima ulogu senzora ġeĺera 

i energije u fotosintezi, a kada je aktivirana, fosforiliġe transkripcione faktore E2Fa i E2Fb u cilju 

regulisanja aktivnosti meristema izdanaka (Li i sar., 2017). Pored toga, egzogeno dodavanje glukoze 

promoviġe akumulaciju oxIAA i IAA konjugata kao ġto su IAA-Asp i IAA-Glu, najverovatnije kao 

rezultat poviġenog sadrģaja IAA (Sairanen i sar., 2012). Trehaloza 6-fosfat, indikator energetskog 

statusa u biljkama, inhibira aktivnost kinaze SUCROSE-NON-FERMENTATION-RELATED 

PROTEIN KINASE1 (SnRK1), ġto zauzvrat oslobaĽa TOR kinazu. Regulator aktivnosti SnRK1 i 

sadrģaja auksina, At5PTaza13 (INOSITOL POLYPHOSPHATE 5-PHOSPHATASE), povezuje 

signalizaciju auksina i ġeĺera u regulisanju razvoja provodnog tkiva (lisnih nerava) u kotiledonima 

(Lin i sar., 2005). Nakon ġto je aktiviran od strane auksina, TOR protein obavlja nekoliko funkcija u 

rastenju i razviĺu biljaka, kao ġto su izbijanje kotiledona, formiranje listova, izduģivanje peteljki, 

cvetanje, starenje i odbrana od stresa (Sheen, 2014).  

 Auksin utiļe i na razvoj boļnih pupoljaka. S obzirom na apikalnu dominaciju, razvoj boļnih 

pupoljaka je u poļetku inhibiran. Inicijacija boļnog meristema podrazumeva pravilno pozicioniranje 

ĺelija u meristemu primordije. Raļunarske analize i modelovanje ukazuju na to da je pravilan 

raspored primordija oko glavnog apikalnog meristema izdanka rezultat dinamiļkih interakcija izmeĽu 

veĺ formiranih primordija i onih koje tek treba da se formiraju, uz posredno delovanje PIN1 

transportera (de Reuille i sar., 2006; Jonsson i sar., 2006; Smith i sar., 2006). MeĽutim, znaļajno je 

da se biosinteza auksina odvija u veoma specifiļnim domenima apikalnih meristema (Tobena-

Santamaria i sar., 2002; Cheng i sar., 2006; Gallavotti i sar., 2008). Rezultati genetiļkih istraģivanja 

takoĽe ukazuju na kljuļnu ulogu biosinteze auksina u formiranju novih boļnih meristema. Na osnovu 
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toga, verovatno je da biosinteza auksina deluje u skladu sa aktivnoġĺu auskinskih transportera u ovom 

procesu (Fukaki i sar., 2007).  

 

 

 

 

Pod pojmom stresa podrazumeva se niz faktora koji ometaju normalne fizioloġke funkcije 

biljaka, utiļuĺi time na procese rastenja i razviĺa. Ovi faktori obuhvataju nepovoljne uslove sredine, 

ekstremno visoke ili niske temperature, nedostatak ili viġak vode, nedostupnost hranljivih materija, 

oġteĺenja izazvana insektima i patogenima, visok salinitet, negativan uticaj hemikalija u ģivotnoj 

sredini kao ġto su herbicidi i zagaĽivaļi, prisustvo teġkih metala i alelopatski stres (Mishra i sar., 

2023; Varadharajan i sar., 2025).  

Smatra se da se prilagoĽavanje biljaka na stres odvija u nekoliko faza. U ranim fazama, biljka 

opaģa promenu i aktivira mreģu signalnih puteva. U kasnijim fazama pokreĺe se proizvodnja razliļitih 

proteina i drugih jedinjenja, koja ima za cilj da vrati biljku u stanje homeostaze (Shulaev i sar., 2008). 

Razliļita jedinjenja ukljuļena su u ove procese, meĽu kojima su: (1) jedinjenja ukljuļena u proces 

aklimatizacije ï antioksidansi i osmoprotektanti; (2) nusprodukti stresa koji nastaju u ĺelijama usled 

naruġavanja normalne homeostaze; i (3) molekuli za transdukciju signala ukljuļeni u posredovanje 

odgovora na aklimatizaciju (Shulaev i sar., 2008). Signalni molekuli mogu biti novosintetisana 

jedinjenja ili jedinjenja osloboĽena iz njihovih konjugovanih oblika, kao ġto je fitohormon salicilna 

kiselina (SA) (Shulaev i sar., 2008), kao i razliļiti nusprodukti metabolizma stresa koji signaliziraju 

poremeĺaj ĺelijske homeostaze. Druga vrsta signalnih molekula mogu biti nusproizvodi degradacije 

ĺelijske membrane, razliļite reaktivne kiseoniļne vrste, kao i oksidovana fenolna jedinjenja ili ļak 

neki antioksidansi (Shulaev i sar., 2008). 

Posledice delovanja stresa utiļu na morfologiju biljaka i ļesto se ispoljavaju u vidu razliļitih 

nepravilnosti u graĽi korena i izdanaka, odnosno usporavanja procesa rastenja i razviĺa. Kao rezultat 

pokuġaja da se izbegne delovanje stresora, ļeste su promene u arhitekturi korena, koje ukljuļuju 

modifikacije u razvoju primarnih i boļnih korenova, duģini primarnog korena i formiranju korenskih 

dlaļica (Pasternak i sar., 2005). U studijama o fitotoksiļnosti razliļitih biljnih vrsta ļesto se pominju 

efekti alelohemikalija i fitotoksina prirodnog porekla iz biljaka, kao ġto su inhibicija rastenja izdanaka 

koja je povezana sa smanjenjem intenziteta fotosinteze i sadrģaja hlorofila, naruġavanje enzimske 

aktivnosti i inhibicija sinteze proteina i ĺelijskog disanja (Lopes i sar., 2022). Razliļiti izvori stresa, 

ukljuļujuĺi alelopatske, mogu izazvati brojne ultrastrukturne promene u biljnim ĺelijama, kao ġto su: 

odvajanje ĺelijske membrane od ĺelijskog zida (Galindo i sar., 1999), nepravilnosti u graĽi ĺelijskog 

zida (Kaur i sar., 2013; Mitiĺ i sar., 2018), agranulacija citoplazme (Zhou i sar., 2022), oġteĺenje 

mitohondrija (Kupidğovska i sar., 1994) i autofagija (Huang i sar., 2019). Alelopatski stres moģe 

takoĽe da izazove ozbiljna oġteĺenja hloroplasta i fotosintetskog sistema (Xu i sar., 2006; Khaleghi i 

sar., 2012; Li i sar., 2022; Prasetya i sar., 2022; Sharma i sar., 2022; Xu i sar., 2022; Zahra i sar., 

2022).  
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1.4.1. Oksidativni stres 

Odgovor biljaka na alelopatski stres ļesto ukljuļuje oksidativni stres i nekontrolisanu 

proizvodnju i akumulaciju reaktivnih kiseoniļnih vrsta, kao i poslediļnu aktivaciju odbrambenog 

antioksidativnog sistema (Baxter i sar., 2014; Huang i sar., 2019; Mittler i sar., 2022). 

Reaktivne kiseoniļne vrste predstavljaju kljuļne molekule koji signaliziraju ĺelijske odgovore 

na biotiļki i abiotiļki stres i aktiviraju odbrambene mehanizme u biljnim ĺelijama (Anjum i sar., 

2016). U ROS se ubrajaju: singletni kiseonik (1O2), superoksid anjon radikal (O2
Å-), vodonik-peroksid 

(H2O2) i hidroksil-radikal (ÅOH), i svi su proizvodi redukcije kiseonika (O2) u biljnim ĺelijama 

izloģenim stresu (Cui i sar., 2022). Pored navedenih, mogu da nastanu i sloģeni radikali kao ġto je 

peroksil-radikal (ROOÅ), koji nastaje u reakciji O2
-Å i organskih molekula (Rice-Evans, 2001). 

Poremeĺaj homeostaze ROS utiļe na funkcionisanje cele biljke. Kada je sadrģaj ROS nizak, 

ĺelije su u osnovnom, stabilnom stanju, a ROS moģe da sluģi kao sekundarni glasnik ukljuļen u 

regulaciju funkcija meristemskih ĺelija, deobe i diferencijacije ĺelija, organogeneze, kao i biotiļkih i 

abiotiļkih reakcija. Odrģavanje nivoa ROS u odgovarajuĺem opsegu, koji ne prelazi prag izmeĽu 

stabilnog i citotoksiļnog nivoa, predstavlja kljuļan proces u biljkama (Anjum i sar., 2016). Kada 

koliļina ROS prevaziĽe kapacitet antioksidativnog sistema biljaka, dolazi do oksidativnih promena, 

degradacije lipida u ĺelijskim membranama, smanjenja ukupnog sadrģaja proteina i trajnih oġteĺenja 

ĺelija koja mogu dovesti do ĺelijske smrti (Anjum i sar., 2016).  

U cilju neutralisanja ROS, u biljnim ĺelijama se aktiviraju dva sistema odbrane: neenzimski i 

enzimski antioksidativni sistem. Neenzimski sistem ļine razliļita jedinjenja koja imaju sposobnost 

uklanjanja ROS kao ġto su: askorbinska kiselina, glutation, prolin, neki vitamini, flavonoidi, itd., a u 

enzimski sistem spadaju antioksidativni enzimi kao ġto su: superoksid-dismutaze (SOD), katalaze 

(CAT), peroksidaze (POD) (Anjum i sar., 2016; Cui i sar., 2022).  

 

1.4.2. Neenzimske komponente antioksidativnog sistema biljaka 

Neenzimske komponente antioksidativnog sistema meĽusobno se razlikuju po hemijskoj 

strukturi, rastvorljivosti i mestu delovanja u ĺeliji. U zavisnosti od hemijske prirode i fizioloġke uloge, 

ove supstance mogu se svrstati u nekoliko grupa: hidrofilne antioksidanse poput askorbinske kiseline 

i glutationa, koji deluju u citosolu i hloroplastima; lipofilne antioksidanse kao ġto su tokoferoli i 

karotenoidi, koji ġtite membrane od lipidne peroksidacije i fenolna jedinjenja ukljuļujuĺi fenolne 

kiseline i flavonoide, koji imaju izraģenu sposobnost neutralizacije slobodnih radikala i heliranja jona 

metala. 

 

1.4.2.1. Fenolna jedinjenja 

 

Fenolna jedinjenja su specijalizovani metaboliti ġiroko rasprostranjeni u biljnom carstvu. 

Predstavljaju znaļajnu grupu strukturno raznovrsnih jedinjenja kao ġto su: fenolne kiseline, 

flavonoidi, tanini, estri hidroksicimetne kiseline i l ignin (Ghasemzadeh i Ghasemzadeh, 2011; Afnan 

i sar., 2022). Pored uloge u odbrani od oksidativnog stresa, ova jedinjenja imaju viġestruke funkcije 
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u biljnim organizmima, kao ġto su regulacija rastenja i razmnoģavanja, asimilacija hranljivih materija 

i sinteza proteina, uļestvovanje u fotosintezi i formiranju kvaliteta plodova. (Ghasemzadeh i 

Ghasemzadeh, 2011; Afnan i sar., 2022). Fenolna jedinjenja su takoĽe jedna od najļeġĺih grupa 

alelohemikalija u ekosistemu, pri ļemu su fenolne kiseline i flavonoidi opġirno prouļavane grupe sa 

alelopatskim efektima (Hoang Anh i sar., 2021). Zbog strukturnih karakteristika, kao ġto su prisustvo 

fenolnih ïOH grupa i aromatiļnog prstena, fenoli imaju visok potencijal za neutralizaciju slobodnih 

radikala. U odreĽenim model-sistemima pokazali su veĺu antioksidativnu efikasnost od standardnih 

neenzimskih antioksidanasa poput tokoferola i askorbinske kiseline (Costa i sar., 2021). Njihova 

efikasnost zasniva se na viġe mehanizama: (1) visokoj reaktivnosti koja potiļe iz njihove sposobnosti 

da doniraju vodonikove atome i elektrone; (2) moguĺnosti prekidanja lanļanih reakcija (eng. chain-

breaking function), zahvaljujuĺi stabilizaciji i delokalizaciji nesparenih elektrona u nastalim fenoksi-

radikalima; i (3) sposobnosti heliranja jona prelaznih metala, ļime se inhibira zavrġna faza Fentonove 

reakcije (Fe2+ + H2O2 Ÿ Fe
3+ + OHī + ÅOH) (Costa i sar., 2021). Fenolni antioksidansi (PhOH) 

ometaju oksidaciju lipida i drugih molekula brzim doniranjem atoma vodonika radikalima u sledeĺoj 

reakciji: 

ROOÅ + PhOH Ÿ ROOH + PhOÅ (1) 

 

Nastali fenoksi radikali (PhOÅ) su relativno stabilni, tako da ne iniciraju dalje radikalske 

reakcije. Oni ļak deluju kao terminatori lanļane reakcije u interakciji sa drugim slobodnim 

radikalima. MeĽutim, pod odreĽenim uslovima, na primer usled visoke koncentracije fenolnih 

antioksidanata, prisustva redoks aktivnih metala kao ġto su bakar i gvoģĽe, i visoke pH vrednosti, 

mogu da se ponaġaju kao prooksidansi (Simiĺ i sar., 2007).  

Najviġe izuļavana grupa fenolnih jedinjenja u pogledu antioksidativne aktivnosti su 

flavonoidi. Ļesto su prisutni u listovima, cvetovima i polenu (Ahmad i sar., 2009). U zavisnosti od 

poloģaja C-prstena u njihovoj strukturi, flavonoidi su podeljeni u nekoliko podgrupa: izoflavoni, 

flavoni, flavonoli, flavononi, antocijani i halkoni (Panche i sar., 2016). Otkriveno je preko 10 000 

razliļitih flavonoida, meĽu kojima su najpoznatiji antocijani, kvercetin, kempferol, luteolin, apigenin, 

katehol i drugi (Agati i sar., 2012). Flavonoidi su najļeġĺe uskladiġteni u vakuoli u glikozilovanoj 

formi. TakoĽe, oni su ļesto prisutni u formi eksudata na povrġini listova i ostalih nadzemnih delova 

biljaka (Ahmad i sar., 2009). 

Sinteza flavonoida se obavlja fenilpropanoidnim ili acetat-malonatnim putem (Weston i 

Mathesius, 2013). Faktori abiotiļkog stresa najļeġĺe poveĺavaju sintezu flavonoida u biljkama, ġto 

dovodi do poveĺanja njihovog antioksidativnog kapaciteta (WaŜkiewicz i sar., 2014). U sluļaju 

ozbiljnijeg stresa, ļesto dolazi do inaktivacije antioksidativnih enzima, pa flavonoidi sluģe kao 

osnovna strategija odbrane (Agati i sar., 2012). Oni imaju vaģnu ulogu u odbrani od oksidativnog 

stresa tako ġto uklanjaju hidroksil-radikale i singletni kiseonik (Anjum i sar., 2016). Zahvaljujuĺi 

svom redukcionom potencijalu, veoma su efikasni inhibitori lipidne peroksidacije. Mnogi od njih 

imaju ulogu inhibitora enzima lipoksigenaze, koji konvertuje polinezasiĺene masne kiseline u 

derivate koji sadrģe kiseonik (Nijveldt i sar., 2001). Flavonoidi imaju sposobnost da menjaju kinetiku 

peroksidacije tako ġto smanjuju fluidnost membrana, ġto moģe da ometa difuziju ROS i ograniļi 

peroksidne reakcije (WaŜkiewicz i sar., 2014).  



27 
 

Kvercetin i njegovi derivati poseduju sposobnost da formiraju komplekse sa jonima metala 

kao ġto su bakar i gvoģĽe, ġto spreļava nastanak hidroksil-radikala putem Fentonove reakcije (Agati 

i sar., 2012). Pored toga, oni uļestvuju i u redukciji veĺ formiranih ROS (Agati i sar., 2012). 

 

1.4.2.2. Askorbinska kiselina 

 

Askorbinska kiselina (vitamin C, eng. ascorbic acid, AsA) (Slika 6A) ubraja se meĽu najviġe 

istraģivane neenzimske komponente antioksidativnog sistema biljaka. Uglavnom je zastupljena u 

redukovanom obliku, kao askorbat i nalazi se u svim delovima biljaka, pogotovo u zrelim listovima 

koji su fotosintetski najaktivniji.  

 

Askorbinska kiselina ᵶ Askorbatī + H+ (2) 

 

Oko 30 ï 40% ukupnog askorbata nalazi se u hloroplastima i stromi u koncentracijama do 50 

mM (Foyer i Noctor, 2005). Askorbat se sintetiġe u mitohondrijama i transportuje u ostale delove 

ĺelije i u apoplast (Smirnoff i Wheeler, 2000).  

Askorbinska kiselina uļestvuje u brojnim fizioloġkim procesima biljaka, ukljuļujuĺi 

regulaciju rastenja, razviĺa i metabolizma, pri ļemu je njena glavna uloga u odbrani od oksidativnog 

stresa. Askorbat redukuje i uklanja mnoge ROS kao ġto su singletni kiseonik, superoksid anjon radikal 

i hidroksil-radikal (Thomas i sar., 1992). Askorbat-glutationski ciklus, koji se joġ naziva Halivel-

Asada ciklus, je metaboliļki put koji detoksikuje vodonik-peroksid, koji nastaje kao nusproizvod u 

metaboliļkim procesima. Prvi korak ovog ciklusa je redukcija vodonik-peroksida do vode uz pomoĺ 

askorbat peroksidaza, koje koriste askorbat kao donor elektrona (Noctor i Foyer, 1998). Tom prilikom 

se askorbat oksiduje u stabilan monodehidroaskorbil -radikal (MDHAÅ), koji se zatim redukuje uz 

pomoĺ MDHA-reduktaze, koja je lokalizovana u mitohondrijama, hloroplastima, citoplazmi i 

mikrotelima do askorbata uz potroġnju NADPH (Asada, 1999; Smirnoff i Wheeler, 2000). U drugom 

sluļaju, MDHAÅ spontano prelazi u dehidroaskorbat (DHA), koji se redukuje u askorbat uz pomoĺ 

DHA-reduktaze uz utroġak glutationa (GSH), ļime se formira oksidovani glutation (GSSG). On se 

redukuje uz pomoĺ glutation-reduktaze, uz pomoĺ NAD(P)H kao donora elektrona (Neġkoviĺ i sar., 

2003; Ahmad i sar., 2009).  

Askorbinska kiselina moģe direktno ukloniti slobodne radikale i regenerisati Ŭ-tokoferol 

(vitamin E) iz tokoferoksil-radikala, obezbeĽujuĺi tako zaġtitu ĺelijske membrane (Thomas i sar., 

1992). AsA takoĽe deluje kao kofaktor za sintezu enzima violaksantin-deepoksidaze (odnosno 

violaksantin:askorbat oksidoreduktaze), koji zajedno sa zeaksantin-epoksidazom formira deo 

ksantofilnog (ili violaksantinskog) ciklusa za kontrolu koncentracije zeaksantina u hloroplastima, i 

na taj naļin kontroliġe uļestalost ekscitacije reakcionih centara fotosistema (Smirnoff, 2000). 
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1.4.2.3. Glutation 

 

Glutation (Slika 6B) je tripeptid glutaminske kiseline (ɔ-glutamil-cisteinil-glicin) i predstavlja 

glavni izvor neproteinskih tiola u veĺini biljnih ĺelija. Aktivni deo u strukturi glutationa predstavlja 

tiolna grupa (-SH), koja je reaktivna i uļestvuje u mnogim biohemijskim procesima (Ahmad i sar., 

2009). Tiol ima afinitet vezivanja za pozitivno naelektrisane elemente (nukleofilan je), ġto mu 

omoguĺava da formira jake veze sa metalima. U biljnim ĺelijama je dominantno prisutan u 

redukovanom obliku (GSH), a najveĺa koncentracija glutationa je pronaĽena u hloroplastima (1 - 4 

mM) (Ahmad i sar., 2009; WaŜkiewicz i sar., 2014). Prisutan je i u citoplazmi, vakuoli, 

mitohondrijama, peroksizomima, endoplazmatiļnom retikulumu i apoplastu (WaŜkiewicz i sar., 

2014).  

Glutation funkcioniġe kao antioksidans na nekoliko naļina. U askorbat-glutationskom 

ciklusu, GSH utiļe na redukciju DHA u askorbat, kako enzimski tako i neenzimski, pri ļemu se i sam 

oksiduje u GSSG. Nakon toga se regeneriġe uz pomoĺ glutation reduktaze, a NADPH je glavni donor 

elektrona. Centralni nukleofilni cisteinski ostatak je odgovoran za visok redukcioni potencijal GSH 

(May i sar., 1998). Zahvaljujuĺi njemu, GSH uklanja vodonik-peroksid i reaguje neenzimski sa 

drugim ROS: singletnim kiseonikom, superoksidanjon- i hidroksil-radikalima (Ahmad i sar., 2009; 

WaŜkiewicz i sar., 2014). Centralna uloga GSH u antioksidativnoj odbrani potiļe od njegove 

sposobnosti da regeneriġe drugi moĺni antioksidans, askorbat preko askorbat-glutationskog ciklusa 

(Neġkoviĺ i sar., 2003; Ahmad i sar., 2009; WaŜkiewicz i sar., 2014). Na taj naļin su glutation i 

askorbat povezani. TakoĽe, glutation ima sposobnost da detoksikuje herbicide konjugacijom i da 

inaktivira ksenobiotike koristeĺi ih kao supstrate za glutation-S-transferazu i delujuĺi kao prekursor 

fitohelatina, koji formiraju komplekse sa toksiļnim teġkim metalima (WaŜkiewicz i sar., 2014). 

Fitohelatini su oligomeri glutationa, koji nastaju delovanjem enzima fitohelatin-sintaze. Oni deluju 

kao helatori i vaģni su za detoksikaciju teġkih metala. Sintetiġu se u citoplazmi, gde se vezuju za teġke 

metale, a zatim se transportuju kroz tonoplast delovanjem ATP-vezujuĺeg transportera (Kumar, 

2025). GSH takoĽe uļestvuje u regulaciji ĺelijskog ciklusa, ĺelijske deobe, diferencijacije i 

senescencije (WaŜkiewicz i sar., 2014). 

 

1.4.2.4. Prolin 

 

Prolin (Slika 6C) je neesencijalna, cikliļna amino-kiselina, ļija je struktura definisana 

pirolidinskim prstenom nastalim povezivanjem boļnog lanca sa amino-grupom. Ova jedinstvena 

konformacija ograniļava fleksibilnost polipeptidnog lanca i ļini prolin vaģnim stabilizatorom 

proteinskih struktura (Lehmann i sar., 2010). Kod biljaka, prolin se posebno istiļe u uslovima 

abiotiļkog stresa, gde njegova akumulacija doprinosi osmoprotekciji, stabilizaciji membrana i 

ublaģavanju oksidativnih oġteĺenja, ļime igra kljuļnu ulogu u adaptaciji i preģivljavanju biljnih ĺelija 

(Bohnert i sar., 1995; Sleator i Hill, 2002). 

U formi slobodne aminokiseline, prolin predstavlja jednu od najġire rasprostranjenih zaġtitnih 

faktora koji se akumuliraju u biljkama, bakterijama, protozoama i morskim beskiļmenjacima u 

nepovoljnim uslovima ģivotne sredine kao ġto su suġa, visok salinitet, niske i visoke temperature, 

prisustva teġkih metala i patogena, anaerobioze, nedostatka hranljivih materija, atmosferskog 
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zagaĽenja i UV zraļenja (Saradhi i sar., 1995; Hare i Cress, 1997; Siripornadulsil i sar., 2002). Nivo 

akumulacije prolina u biljkama je speciesïspecifiļan i zavisi od intenziteta i vrste stresa, a u 

pojedinim sluļajevima moģe biti i do 100 puta veĺi nego kod biljaka koje rastu u kontrolnim uslovima 

(Verbruggen i Hermans, 2008). 

Prolin se sintetiġe u meristemskim i u reproduktivnim tkivima biljke (Lehmann i sar., 2010). 

Tokom razvoja biljnog organizma u odsustvu stresa, koliļina slobodnog prolina varira meĽu biljnim 

organima. Najveĺe koliļine prolina se nalaze u cvetovima, posebno u polenovim zrnima i u semenu, 

a najmanje u korenu. Sadrģaj prolina u listovima zavisi od starosti biljke, poloģaja ili dela lista 

(Verbruggen i sar., 1993; Chiang i Dandekar, 1995). Koliļina prolina u ĺelijama, tkivima i biljnim 

organima je regulisana meĽusobnim delovanjem biosinteze, razgradnje i procesa unutarĺelijskog i 

vanĺelijskog transporta. Prolin je posebno znaļajan za brzo obnavljanje ĺelijske homeostaze tokom 

oporavka od osmotskog stresa. Tokom oporavka, akumulirani prolin se brzo oksiduje u glutamat 

(Blum i Ebercon, 1976). Pored svoje uloge u osmoprotekciji, akumulacija prolina u biljkama ima 

ulogu i u skladiġtenju energije i azota, kao i poveĺanju redukcione moĺi (Blum i Ebercon, 1976), ġto 

sve zajedno doprinosi brzom obnavljanju ĺelijske homeostaze.  

 

1.4.2.5. Tokoferoli 

 

Tokoferoli (vitamin E) (Slika 6D) su antioksidansi koji se nalaze u svim delovima biljaka. 

Postoji ļetiri izomera, Ŭ, ɓ, ɔ i ŭ, od kojih su Ŭ-tokoferoli bioloġki najaktivniji (Kamal-Eldin i 

Appelqvist, 1996). Upravo su Ŭ-tokoferoli dominantni antioksidansi u membranama hloroplasta i oni 

imaju najveĺu zaslugu u zaġtiti hloroplasta od fotooksidativnih oġteĺenja. Tokoferoli imaju 

sposobnost uklanjanja singletnog kiseonika. Fahrenholzt i saradnici (1974) su procenili da jedan 

molekul Ŭ-tokoferola moģe da neutraliġe 120 molekula singletnog kiseonika. Ŭ-Tokoferoli takoĽe 

funkcioniġu kao reciklabilni terminatori lanļane reakcije radikala polinezasiĺenih masnih kiselina 

nastalih oksidacijom lipida (Ahmad i sar., 2009). Oni uklanjaju lipidne peroksi-radikale i stvaraju 

tokoferoksilni radikal koji se moģe reciklirati u odgovarajuĺi Ŭ-tokoferol reakcijom sa askorbatom ili 

drugim antioksidansima (Thomas i sar., 1992). 
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Slika 6. Neenzimske komponente antioksidativnog sistema biljaka: A ï askorbinska kiselina; B ï glutation; C 

ï prolin; D ï tokoferol; E ï karoten. Strukturne formule su konstruisane u softveru Marvin (Chemaxon Ltd, 

Budimpeġta, MaĽarska). 

 

1.4.2.6. Karotenoidi 

 

Karotenoidi (Slika 6E) su biljni pigmenti koji se nalaze u listovima, cvetovima, plodovima, 

korenovima i semenima, i daju im ģutu, narandģastu ili crvenu boju (WaŜkiewicz i sar., 2014; Langi 

i sar., 2018). Po hemijskoj strukturi su izoprenoidi. Veĺina ovih jedinjenja se sastoji od osam 

izoprenoidnih jedinica, povezanih na specifiļan naļin (Langi i sar., 2018). Imaju ulogu u 

apsorbovanju svetlosti, fotosintezi i zaġtiti hlorofila od fotooġteĺenja (WaŜkiewicz i sar., 2014). 

Karotenoidi su podeljeni u dve grupe: karotene i ksantofile. U karotene spadaju Ŭ-karoten, ɓ-karoten 

(prekursor vitamina A) i likopen. U ksantofile spadaju zeaksantin, lutein, kapsantin, violaksantin, 

kriptoksantin i neoksantin (Langi i sar., 2018). I karoteni, i ksantofili su ugljovodonici, ali ksantofili 

sadrģe hidroksil-grupu i keto-grupu na kraju prstena, zbog ļega su polarniji (Langi i sar., 2018). 

Pored toga ġto ġtiti od ġtetnog delovanja UV zraļenja, ɓ-karoten ima vaģnu ulogu u zaġtiti od 

oksidativnog stresa. Zahvaljujuĺi sistemu konjugovanih dvogubih veza, ɓ-karoten ima odliļnu 

sposobnost da neutraliġe singletni kiseonik, kao i da brzo reaguje sa slobodnim radikalima kao ġto su 

peroksil-, hidroksil- i superoksid anjon radikali (Stahl i Sies, 2003). U dovoljno visokim 

koncentracijama, karotenoidi mogu da zaġtitite lipide od peroksidnih oġteĺenja. S obzirom da su 

lipofilni, ɓ-karoten i Ŭ-tokoferol mogu sinergistiļki da uļestvuju u odbrani od oksidativnog stresa, 
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tako ġto karoten potpomaģe u uklanjanju radikala nastalih u reakciji sa tokoferolima (WaŜkiewicz i 

sar., 2014).  

 

1.4.3. Enzimske komponente antioksidativnog sistema biljaka 

1.4.3.1. Superoksid-dismutaze 

 

Superoksid-dismutaze (Slika 7A) predstavljaju jednu od najvaģnijih enzimskih komponenti 

antioksidativnog sistema biljaka. Glavna uloga ovih enzima je da zaġtiti ĺelije od oksidativnog stresa 

katalizujuĺi reakciju dismutacije dva molekula O2
Å- do H2O2 i O2 (Shams i sar., 2024). Vodonik-

peroksid se zatim razgraĽuje na razliļite naļine uz pomoĺ drugih enzimskih i neenzimskih 

komponenti. Tako su krajnji produkti reakcije katalaza kiseonik i voda, dok delovanjem peroksidaza 

nastaju molekuli vode i oksidovani produkti reakcije (Anjum i sar., 2016; Shams i sar., 2024). Sva tri 

enzima ï katalaze, peroksidaze i superoksid-dismutaze ï meĽusobno su funkcionalno povezana.  

Superoksid-dismutaze pripadaju grupi metaloenzima, koji sadrģe jone metala u svojoj 

molekulskoj strukturi. Na osnovu vrste metalnog kofaktora, razlikujemo nekoliko tipova superoksid-

dismutaza: bakar-cink-SOD (CuZn-SOD), mangan-SOD (Mn-SOD), gvoģĽe-SOD (Fe-SOD) i nikl-

SOD (Ni-SOD). Izoforme CuZn-SOD, Mn-SOD i Fe-SOD se nalaze u biljkama i algama, dok je Ni-

SOD karakteristiļan za cijanobakterije. Razliļiti tipovi SOD su smeġteni u odreĽenim delovima ĺelije 

u kojima obavljaju svoju funkciju (Shams i sar., 2024). U A. thaliana, CuZn-SOD se nalaze u 

hloroplastima, citoplazmi i meĽuĺelijskom prostoru. Njihova uloga je da uklanjaju O2
Å- iz hloroplasta 

koji nastaju kao nusprodukt fotosinteze i disanja, i usled abiotiļkog stresa. Ekstracelularna CuZn-

SOD u apoplastu ġtiti ĺelijsku membranu od oksidativnih oġteĺenja i doprinosi lignifikaciji  ĺelijskog 

zida. Mn-SOD se nalaze u mitohondrijama, peroksizomima i apoplastu. Ovi enzimi ġtite 

mitohondrijalnu DNK i proteine od oksidativnog oġteĺenja izazvanog delovanjem O2
Å- koji nastaju u 

elektron-transportnom lancu. Pored toga, Mn-SOD zajedno sa POD uļestvuju u generisanju ÅOH 

radikala iz H2O2 u ĺelijskom zidu (Kukavica i sar., 2009). Fe-SOD se nalazi u hloroplastima i njihova 

uloga je da uklone O2
Å- koji nastaje u fotosistemima PSI i PSII (Alscher i sar., 2002; Marques i sar., 

2014; Mishra i Sharma, 2019; Zhou i sar., 2022). 

Superoksid-dismutaze se sastoje od proteinskih subjedinica koje ļini od 150 do 220 amino-

kiselina, a koje su vezane u proteinske komplekse u obliku homodimera, tetramera i heksamera. Ove 

subjedinice su vaģne za funkcionalno povezivanje sa metalnim komponentama. Tako npr. CuZn-SOD 

ima viġe subjedinica, od kojih svaka sadrģi jone cinka i bakra. Bakar ima kljuļnu ulogu u katalitiļkoj 

aktivnosti enzima, dok cink stabilizuje njegovu strukturu i doprinosi oļuvanju funkcionalnosti 

aktivnog mesta. (Rakhit i Chakrabartty, 2006; Perry i sar., 2010; Mishra i sar., 2014; Mondola i sar., 

2016; Mishra i Sharma, 2019; Tyagi i sar., 2019). Kod CuZn-SOD, vezivanje O2
Å- odvija se u 

katalitiļkom centru koji prolazi kroz smenu oksidovanog i redukovanog stanja tokom oksido-

redukcionih reakcija, ļime se odrģava efikasnost enzima nezavisno od oksidacionog stanja (Shams i 

sar., 2024). Ova sposobnost je potvrĽena kod svih izoformi superoksid-dismutaza. Kod CuZn-SOD 

su karakteristiļne dve oksido-redukcione reakcije koje katalizuje jon bakra: 1) Cu2+ se redukuje do 

Cu1+, dok se O2
Å- oksiduje do molekula kiseonika; 2) Cu1+ se oksiduje ponovo do Cu2+, dok se drugi 

molekul O2
Å- redukuje do vodonik-peroksida (Timari i sar., 2011). Fe-SOD deluje na sliļan naļin, s 

tim da Fe3+ prelazi u Fe2+ i obrnuto. Ukoliko je u aktivnom delu superoksid-dismutaza prisutno 
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trovalentno gvoģĽe, enzim deluje kao oksidujuĺi agens, ġto dovodi do produkcije kiseonika. 

MeĽutim, u sluļaju dvovalentnog gvoģĽa, ovaj enzim ima redukujuĺu ulogu, tako da dolazi do 

produkcije vodonik-peroksida. Kod Mn-SOD, O2
Å- se direktno vezuje za metalnu komponentu 

enzima. Nakon ġto se prvi molekul O2
Å- oksiduje do molekula kiseonika, drugi molekul se redukuje 

do vodonik-peroksida (Srnec i sar., 2009). U sluļaju Ni-SOD, tokom oksidoïredukcionog ciklusa 

dolazi do promene oksidacionih stanja Niį  u NiĮ , pri ļemu se razmenjuje jedan elektron. Struktura 

enzima olakġava ovaj proces zahvaljujuĺi koordinacionom okruģenju koje obuhvata Ni(II)ïS(H )ï

Cys(6) jedinicu i molekul vode (Prabhakar i sar., 2006; Shearer i sar., 2014). Molekul vode stabilizuje 

jonske promene na metalnom centru i omoguĺava efikasniji protonski transfer, dok Cys6 ostatak ima 

kljuļnu ulogu u vezivanju O2
Å- i formiranju vodonik-peroksida (Prabhakar i sar., 2006; Shearer i sar., 

2014).  

 

Slika 7. Enzimske komponente antioksidativnog sistema biljaka: A ï superoksid-dismutaza (SOD); B ï 

katalaza (CAT); C ï peroksidaza (POD). 

 

1.4.3.2. Katalaze 

 

Katalaze (Slika 7B) su prvi otkriveni antioksidativni enzimi (Mhamdi i sar., 2010). One se 

sastoje od polipeptida mase 50-70 kDa, koji su organizovani u tetramere, tako da svaki monomer 

sadrģi hem prostetiļku grupu (Regelsberger i sar., 2002). Hem grupa je neproteinski element 

porfirinske graĽe, koji ima ulogu donora elektrona u katalitiļkim reakcijama.  

Katalaze omoguĺavaju razgradnju vodonik-peroksida putem dismutacije, pri ļemu se dva 

molekula H O  prevode u vodu i molekularni kiseonik. U katalitiļkim reakcijama od jednog molekula 

vodonik-peroksida nastaje kiseonik, a od drugog nastaju dva molekula vode u razliļitim etapama. 

Oba antioksidativna enzima, katalaze i peroksidaze, deluju tako ġto raskidaju vezu izmeĽu dva 

molekula kiseonika u vodonik-peroksidu i formiraju prvi molekul vode uz istovremenu sintezu 

oksoferil komponente i porfirin-katjon radikala (Kato i sar., 2004). 

Katalaze se uglavnom nalaze u peroksizomima. One su prisutne u razliļitim tipovima 

peroksizoma u listovima, kotiledonima, korenu, zatim u glioksizomima i nespecijalizovanim 

peroksizomima (Anjum i sar., 2016). Neki autori izveġtavaju o prisustvu katalaza u mitohondrijama, 

npr. kod kukuruza (Scandalios i sar., 1980). 

Kod vrste A. thaliana postoje tri klase katalaza (I-III), koje odgovaraju genima CAT1, CAT2 

i CAT3 (Willekens i sar., 1995; Iwamoto i sar., 2000). CAT1 i CAT3 se nalaze na hromozomu 1, a 
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CAT2 na hromozomu 4 (Frugoli i sar., 1996). CAT1 je u korelaciji sa klasom III, CAT2 sa klasom I, 

a CAT3 sa klasom II (Iwamoto i sar., 2000). Katalaze klase I se eksprimiraju iskljuļivo u 

fotosintetskim tkivima, dok su katalaze II klase povezane sa vaskularnim tkivima. Katalaze III klase 

su karakteristiļne za semena i reproduktivna tkiva (Willekens i sar., 1995). To znaļi da se gen CAT1 

najļeġĺe eksprimira u polenu i semenima, CAT2 u fotosintetskim tkivima, a CAT3 u vaskularnim 

tkivima. U rozetama zrelih biljaka A. thaliana su zastupljena sva tri transkripta, s tim da je CAT1 

najreĽi (Frugoli i sar., 1996; McClung, 1997). Aktivnost katalaza klase I i II je povezana sa 

cirkadijalnim ritmom (Redinbaugh i sar., 1990; Zhong i sar., 1994). 

 

1.4.3.3. Peroksidaze 

 

Peroksidaze (Slika 7C) su ukljuļene u mnoge fizioloġke procese tokom ģivotnog ciklusa 

biljaka, kao ġto su metabolizam auksina, formiranje lignina i suberina, unakrsno povezivanje 

komponenti ĺelijskog zida, biosinteza fitoaleksina, metabolizam reaktivnih kiseoniļnih i azotnih 

vrsta, rastenje i sazrevanje plodova i odbrana od patogena (Almargo i sar., 2009; Pandey i sar., 2017; 

Veljoviĺ Jovanoviĺ i sar., 2018). Peroksidaze imaju veĺi afinitet prema vodonik-peroksidu u odnosu 

na katalaze i koriste askorbat kao specifiļni donor elektrona za redukciju vodonik-peroksida do 

molekula vode u ĺelijskim strukturama, kao ġto su hloroplasti, mitohondrije, citoplazma i 

peroksizomi (Anjum i sar., 2016). Reakcija peroksidaza moģe da se prikaģe na sledeĺi naļin: 

2RH + H2O2 Ÿ 2R
Å + 2H2O 

 

(3) 

Tokom reakcije peroksidaza dolazi do redukcije vodonik-peroksida uz oksidaciju supstrata 

koji moģe biti fenolne ili nefenolne strukture i oznaļava se sa RH. Tom prilikom nastaju dva molekula 

vode i dva oksidovana produkta reakcije (Pandey i sar., 2017; Veljoviĺ Jovanoviĺ i sar., 2018). 

Redukcija oksoferil komponente kod peroksidaza se, kao i kod katalaza, odvija kroz dva 

uzastopna jednoelektronska transfera, s tim ġto se kod peroksidaza tokom ovog procesa oksiduju 

organski supstrati, ġto dovodi do generisanja dva slobodna radikala (kao ġto je npr. 

monodehidroaskorbat kod askorbat peroksidaza) (Kato i sar. 2004; Alfonso-Prieto i sar., 2009). 

Peroksidaze su klasifikovane u dve grupe u zavisnosti od toga da li poseduju hem prostetiļku 

grupu (Passardi i sar., 2007). Peroksidaze koje nemaju hem grupu (manje od 20%), kao ġto su tiol-

peroksidaze, alkilhidro-peroksidaze, NADH-peroksidaze, zastupljene su u manjem broju. Ġto se tiļe 

veĺinskih, hem-peroksidaza, one su dalje podeljene u dve velike podfamilije: 1) peroksidaze-

ciklooksigenaze (PCOX) i 2) peroksidaze-katalaze (PCAT). PCOX su karakteristiļne za animalne 

ĺelije, a PCAT za neanimalne ĺelije. PCAT su takoĽe klasifikovane u tri klase, sliļno katalazama, s 

tim da je za biljno carstvo karakteristiļna klasa III (Hiraga i sar., 2001; Tognolli i sar., 2002). Ovoj 

grupi pripadaju peroksidaze rena (eng. horseradish peroxidase, HRP), kikirikija (eng. peanut 

peroxidase, PNP), soje (eng. soybean peroxidase, SBP) itd. (Cosio i Dunand, 2009). U genomu A. 

thaliana pronaĽeno je 73 gena za peroksidaze (Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Peroksidaze 

klase III sadrģe u svojoj strukturi N-terminalne signalne peptide, ļetiri disulfidna mosta i jone 

kalcijuma. Askorbat peroksidaze pripadaju klasi I, one se nalaze u mnogim eukariotskim 

neanimalnim organizmima ukljuļujuĺi i viġe biljke (Sharp i sar., 2003; Kangasjªrvi i sar., 2008). Ovaj 

enzim je prvi put pronaĽen u graġku i lociran je u razliļitim odeljcima ĺelije kao ġto su citoplazma, 
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mitohondrije, mikrotela (peroksizomi i glioksizomi) i hloroplasti (Anjum i sar., 2016). Optimalna pH 

vrednost za askorbat peroksidazu je izmeĽu 7 i 8. U odsustvu askorbinske kiseline, izoenzimi askorbat 

peroksidaze su nestabilni (Anjum i sar., 2016). 

U biljnim ĺelijama homeostaza vodonik-peroksida primarno je regulisana enzimskom 

aktivnoġĺu katalaza i peroksidaza. Katalitiļka aktivnost POD obuhvata tri razliļita mehanizma: 

peroksidativni, oksidativni i hidroksilni ciklus (Veljoviĺ Jovanoviĺ i sar., 2018). Pored 

konvencionalne uloge u eliminaciji H2O2 i oksidaciji fenolnih jedinjenja u okviru peroksidativnog 

ciklusa, POD poseduju kapacitet za de novo generisanje H2O2 putem jednoelektronske redukcije 

molekulskog kiseonika. Ovaj oksidativni ciklus podrazumeva transfer jednog elektrona sa 

redukujuĺeg supstrata (poput NADH ili fenolnih kofaktora) na O2, pri ļemu se O2
Å- i H2O2 formiraju 

kao intermedijeri (Veljoviĺ Jovanoviĺ i sar., 2018). 

Nadalje, interakcija sa O2
Å- prevodi feril-oblik peroksidaze (Fe4

+=O, ekvivalent Jedinjenja II) 

u reverzibilno inaktivisano Jedinjenje III (perferil-oblik, Fe3
+ïO2

Å). Tokom hidroksilnog ciklusa, u 

prisustvu supstrata i H2O2, Jedinjenje III indukuje reakcije nalik Fentonovoj, generiġuĺi 

visokoreaktivne hidroksilne radikale (ÅOH).  

Konaļno, fukcionalna divergencija izmeĽu CAT i POD determinisana je njihovim kinetiļkim 

svojstvima, odnosno afinitetom prema supstratu. Dok CAT odlikuje visok kapacitet i nizak afinitet, 

ġto omoguĺava brzu detoksikaciju velikih koliļina H2O2, POD poseduju visok afinitet prema 

supstratu i vrġe finu modulaciju intracelularne koncentracije ovog molekula (Anjum i sar., 2016). 

Peroksidaze igraju vaģnu ulogu u katabolizmu auksina putem oksidativne karboksilacije IAA 

(Pandey i sar., 2017). One uļestvuju u oksidaciji auksina na viġe naļina: konvencionalnim putem 

zavisnim od vodonik-peroksida ili putem nezavisnim od vodonik-peroksida i zavisnim od kiseonika. 

Biljne peroksidaze imaju domene sliļne auksin-vezujuĺim proteinima (eng. Auxin Binding Protein, 

ABP) (Gazaryan i sar., 1996). Eksperimenti su pokazali da poveĺana ekspresija gena za peroksidaze 

dovodi do smanjenja sadrģaja IAA, poveĺane tolerancije na UV zraļenje, smanjene indukcije boļnih 

korenova i zatvaranja stoma kod duvana, a da smanjena ekspresija dovodi do poveĺanog sadrģaja 

IAA, brzog rastenja izdanaka, sraslih listova i rane pojave cvetanja (Jansen i sar., 2001).  
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Nauļni cilj doktorske disertacije je procena fitotoksiļnih efekata floretina i utvrĽivanje 

fizioloġkih mehanizama njegovog delovanja kod model-biljke Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., sa 

posebnim osvrtom na njegovu potencijalnu upotrebljivost u razvoju ekoloġki prihvatljivih 

bioherbicida. Postavljeni nauļni cilj disertacije realizovan je kroz nekoliko podciljeva: 

¶ Procena fitotoksiļnog delovanja floretina na rastenje, razviĺe i morfoloġke karakteristike 

juvenilnih biljaka A. thaliana u kulturi in vitro; odreĽivanje srednje inhibitorne (IC50), 

maksimalne efektivne i radne koncentracije floretina; 

¶ Elektrofizioloġka analiza efekta floretina na membranu epidermalnih ĺelija korena juvenilnih 

biljaka; 

¶ UtvrĽivanje efekata floretina na histoloġku organizaciju i ultrastrukturne karakteristike ĺelija 

tretiranih juvenilnih biljaka; 

¶ Analiza uticaja floretina na sadrģaj fotosintetskih pigmenata; 

¶ Ispitivanje efekata floretina na metabolizam i distribuciju auksina u tretiranim juvenilnim 

biljkama; 

¶ Procena uticaja floretina na antioksidativni status juvenilnih biljaka praĺenjem 

aktivnosti/sadrģaja neenezimskih i enzimskih komponenti antioksidativnog sistema, kao i 

primenom in vitro i in silico analiza enzimske kinetike;  

¶ Analiza stabilnosti floretina u hranljivim podlogama; 

¶ Ispitivanje procesa usvajanja i metabolisanja floretina u tretiranim juvenilnim biljkama.   
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3. MATERIJAL I METODE  

3.1.1. Gajenje biljaka Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. radi prikupljanja 

semena 

Za potrebe eksperimenata ove doktorske disertacije koriġĺena su semena modelïbiljke 

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., ekotipa Columbia (Col-0), koja su proizvedena na Institutu za 

bioloġka istraģivanja ĂSiniġa Stankoviĺò, Institutu od nacionalnog znaļaja za Republiku Srbiju, 

Univerziteta u Beogradu (IBISS). Radi prikupljanja odgovarajuĺe koliļine semena visoke klijavosti, 

gajenje A. thaliana obavljeno je u proleĺe 2021. godine u staklenoj baġti IBISS.  

 

Slika 8. Gajenje biljaka A. thaliana u staklenoj baġti radi prikupljanja semena: A ï Juvenilne biljke u ranoj 

vegetativnoj fazi, stare 15 dana; B, C ï Biljke u fazi cvetanja stare oko mesec dana; D ï Biljke sa silikama u 

sazrevanju; E ï Sakupljanje semena u papirnim kesama; F ï Silike sa zrelim semenima.  
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Semena su posejana poļetkom marta direktno u ļetiri plastiļne saksije dimenzija 50 × 14 × 

16 cm, koje su bile ispunjene komercijalnim supstratom za biljke Floragard Blumenerde (Oldenburg, 

Nemaļka). Supstrat se sastojao od visokokvalitetnog baltiļkog i severnonemaļkog belog i crnog 

treseta, kompleksnog organskog Ľubriva, okvaġivaļa Aqua Plus, koji je poveĺavao kapacitet 

zadrģavanja vode, kao i guano Ľubriva, koje je obezbeĽivalo dugotrajno snabdevanje biljaka 

hranljivim materijama. Proseļna dnevna temperatura u staklenoj baġti iznosila je 27ÁC, noĺna 20ÁC, 

a relativna vlaģnost vazduha oko 70%. Navodnjavanje je obavljano svakodnevno. Prvi klijanci poļeli 

su da niļu sedam dana nakon setve, a njihov broj se znaļajno poveĺavao tokom narednih dana. 

ProreĽivanje juvenilnih biljaka nije vrġeno (Slika 8A). Nakon mesec dana gajenja, biljke su zapoļele 

cvetanje (Slika 8B, C), dok su se krajem maja formirale i sazrevale silike sa semenima (Slika 8D). 

U tom periodu, biljke iz jedne saksije podeljene su u viġe grupa i prekrivene papirnim kesama radi 

spreļavanja rasipanja semena (Slika 8E). Nakon postavljanja papirnih kesa obustavljeno je zalivanje. 

Kada su se silike u potpunosti osuġile (Slika 8F), biljke su odseļene iznad korena, a kese sa biljnim 

materijalom su sakupljene i ostavljene da se dodatno osuġe. Zrela i osuġena semena su zatim sedam 

puta prosejavana kroz sito radi uklanjanja neļistoĺa, nakon ļega su upakovana u Eppendorf-tubice i 

Falcon-epruvete i ļuvana u mraku, na sobnoj temperaturi, do dalje upotrebe. 

 

3.1.2. Priprema hranljivih podloga i laboratorijskog pribora za rad u kulturi 

in vitro 

Kao osnovna hranljiva podloga za gajenje juvenilnih biljaka A. thaliana u uslovima in vitro, 

koriġĺena je modifikovana Murashige i Skoog podloga (İMS) sa upola razblaģenim sadrģajem 

mineralnih soli (Murashige i Skoog, 1962) i vitamina (Linsmaier i Skoog, 1965) (Tabela 2). 

Hemikalije za spravljanje rastvora za hranljive podloge nabavljene su od sledeĺih proizvoĽaļa: 

Centrohem d.o.o. (Stara Pazova), Lachner (Neratovice, Ļeġka Republika), Merck KGaA (Darmstadt, 

Nemaļka), Superlab (Beograd), Sigma-Aldrich (Saint Louis, Misuri, SAD), T.T.T. d.o.o. (Novaki, 

Hrvatska) i Duchefa Biochemie (Haarlem, Holandija). U zavisnosti od potreba eksperimenta, ½MS 

hranljiva podloga bila je obogaĺena 3% (w/v) saharozom i mio-inozitolom (100 mg L-1; Sigma-

Aldrich, Saint Louis, Misuri, SAD). 

Pre autoklaviranja podeġena je pH vrednost hranljive podloge na 5,8 dodavanjem 1 N rastvora 

NaOH (Lachner, Neratovice, Ļeġka Republika). Za potrebe oļvrġĺavanja podloge, koriġĺen je agar 

(Torlak, Beograd, Srbija) u koncentraciji od 0,8% (w/v), koji je dodavan neposredno pre procesa 

sterilizacije. Hranljive podloge su sterilisane u autoklavu (Raypa® AE75, Barcelona, Ġpanija) na 

temperaturi od 114ÁC i pod pritiskom od 80 kPa u trajanju od 25 minuta. Nakon sterilizacije i hlaĽenja 

(50°C), ½MS hranljiva podloga obogaĺena je floretinom (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Misuri, SAD) 

radi postizanja finalnih koncentracija od 125, 250, 500, 750, 1000 i 1500 ÕM. Matiļni (stok) rastvor, 

floretina (1,5 M) napravljen je rastvaranjem ļiste supstance u dimetil-sulfoksidu (DMSO; Duchefa 

Biochmie, Haarlem, Holandija). U kontrolnu hranljivu podlogu dodat je DMSO radi postizanja 

identiļne koncentracije od 0,1% (v/v) kao u podlogama obogaĺenim floretinom. Petri kutije su 

sadrģale po 15 mL hranljive podloge. 

Laboratorijsko posuĽe, nastavci za pipete i Eppendorf-tubice sterilisani su u autoklavu pod 

istim uslovima kao i hranljive podloge, a zatim su prebaļeni u suġnice sa toplim vazduhom, koje su 

bile opremljene elektronskim termoregulatorom sa digitalnim oļitavanjem zadate temperature i 
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trenutne temperature, kao i digitalnim tajmerom koji omoguĺava programiranje vremena rada. 

Sterilne Eppendorf-tubice i nastavci za pipete smeġteni su u suġnicu Memmert UN 160 (Memmert 

GmbH, B¿chenbach, Nemaļka), sa sledeĺim parametrima: temperatura 60oC, vreme 20 h, 

ventilacioni otvor 10-20%. Sterilno stakleno posuĽe smeġteno je u suġnicu SSN-300 (Vims elektrik, 

Trġiĺ, Srbija) sa konstantnim zadatim parametrima: temperatura 60oC, vreme 8 h, ventilacioni otvor 

50%. 

Tabela 2. Sadrģaj mineralnih soli (Murashige i Skoog, 1962) i vitamina (Linsmaier i Skoog, 1965) u ½MS 

hranljivoj podlozi. 

Makroelementi       ProizvoĽaļ Koncentracija (mg L-1 ) 

NH4NO3  Centrohem 825 

KNO3  Centrohem 950 

CaCl2 × 2H2O  Lachner 220 

MgSO4 × 7H2O  Merck 185 

KH2PO4  Lachner 85 

Mikroelementi   ProizvoĽaļ Koncentracija (mg L-1 ) 

MnSO4 × 4H2O  Superlab 11,15 

ZnSO4 × 7H2O  Lachner 4,30 

H3BO3  Centrohem 3,10 

KJ  Superlab 0,415 

Na2MoO4 × 2H2O  Merck 0,125 

CuSO4 × 5H2O  T.T.T. d.o.o. 0,0125 

CoCl2 × 6H2O  Merck 0,0125 

Kompleks gvoģĽa  ProizvoĽaļ Koncentracija (mg L-1 )  

Na2EDTA × 2H2O  Lachner 18,60 

FeSO4 × 7H2O  Lachner 13,90 

Kompleks vitamina  ProizvoĽaļ Koncentracija (mg L-1 ) 

Vitamin B1  Duchefa 0,05 

Vitamin B6  Sigma-Aldrich 0,25 

Nikotinska kiselina  Sigma-Aldrich 0,25 

Glicin  Sigma-Aldrich 1,00 

 

3.1.3. Sterilizacija semena A. thaliana i uslovi gajenja in vitro  

Rad sa biljnim materijalom vrġen je u aseptiļnim uslovima u komori sa laminarnim protokom 

vazduha (laminar Termovent, Uģice). Instrumenti za rad su sterilisani na visokoj temperaturi 

upotrebom ģaraļa SteriMax (Holandija), koji sadrģi keramiļku cev koja se moģe zagrejati do 900oC,  

ļime se omoguĺava brza i efikasna sterilizacija. Semena A. thaliana sterilisana su u komercijalnoj 

varikini (4-6% NaClO; Lavex Varikinal, Lavazza d.o.o., Novi Sad) i 96% etanolu (Zorka Pharma, 

Hemija d.o.o., Ġabac, Srbija) primenjenim u odnosu 1:1, tokom 60 s, a nakon toga su ispirana 

sterilnom dejonizovanom vodom ļetiri puta. Dejonizovana voda je dobijena preradom vode u sistemu 

za preļiġĺavanje sa viġestrukim filterima Milli -Q (Merck Millipore, Frankfurt, Nemaļka) i potom 
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sterilisana u autoklavu Raypa® AE75 (Barcelona, Ġpanija) na temperaturi od 114ÁC i pod pritiskom 

od 80 kPa u trajanju od 25 minuta. Nakon sterilizacije, semena su preneta na prethodno sterilisani 

filter-papir, a odatle su vrhom sterilnog skalpela pojedinaļno prebacivana na ļvrste hranljive podloge 

pod stereo-mikroskopom (Carl Zeiss, Jena, Nemaļka). Petri kutije sa semenima fiksirane su papirnom 

trakom kako bi se spreļilo nakupljanje etilena, a zatim izloģene procesu hladne stratifikacije u trajanju 

od tri dana, u friģideru na 4ÁC, radi sinhronizacije klijanja. Nakon toga, Petri kutije su postavljene u 

vertikalni poloģaj na kartonske nosaļe, na policama u prostoriji za gajenje biljnih kultura sa uslovima 

dugog dana (16h/8h svetlost/mrak; 35 Ñ 2 ɛmol mī2 sī1) i konstantnom temperaturom od 25 ± 2°C. 

U sluļaju teļnih hranljivih podloga, Eppendorf-tubice sa sterilisanim semenima umotane su 

u aluminijumsku foliju i drģane u friģideru na 4ÁC radi hladne stratifikacije. Nakon tri dana, semena 

su pipetom prenoġena u erlenmajere sa teļnim hranljivim podlogama, koji su zatim postavljeni na 

orbitalni ġejker (Kuhner Shaker X, Kuhner AG, Basel, Ġvajcarska) sa konstantnom brzinom od 95 

obrtaja u minuti (eng. revolutions per minute, rpm) i preļnikom orbite (eng. shaking diameter) 

standardne veliļine od 25 mm, ļime je obezbeĽeno optimalno snabdevanje juvenilnih biljaka 

kiseonikom. Erlenmajeri sa juvenilnim biljkama osvetljavani su neonskim svetlima intenziteta 35 ± 

2 ɛmol mī2 sī1 sa fotoperiodom 16h/8h (svetlost/mrak). Temperatura vazduha iznosila je 25 ± 2°C. 

 

 

3.2.1. Analiza uticaja floretina na klijanje i morfoloġke parametre juvenilnih 

biljaka  

U cilju ispitivanja fitotoksiļnih efekata floretina na morfoloġke parametre juvenilnih biljaka 

tokom rastenja i razviĺa, isklijavana su semena A. thaliana na ļvrstim İMS hranljivim podlogama 

sa ili bez dodavanja saharoze i mio-inozitola. Podloge su sadrģale floretin u koncentracijama od 0, 

125, 250, 500, 750, 1000 i 1500 ÕM, kao ġto je opisano u poglavlju 3.1.2. Informacije o morfoloġkim 

parametrima juvenilnih biljaka prikupljene su u ranoj vegetativnoj fazi, nakon 5, 10 i 15 dana od 

poļetka klijanja. Eksperiment je ponovljen tri puta sa po 10 semena u tri ponavljanja (tri Petri kutije) 

za svaki tretman, tj. koncentraciju floretina (n = 90). Juvenilne biljke su fotografisane u Petri kutijama 

u svakoj ispitivanoj vremenskoj taļki ili pojedinaļno pod lupom Leica Wild M3Z (Leica, Vetzlar, 

Nemaļka) digitalnim fotoaparatom Nikon Coolpix 4500 (Nikon, Tokyo, Japan). U programu ImageJ 

1.53e (Microsoft Java 1.8.0, National Institute of Health, SAD) merene su duģina korena i duģina 

najduģeg pravog lista svake juvenilne biljke. Duģina korena merena je od hipokotila do vrha 

primarnog korena, a duģina lista od hipokotila do vrha najduģeg lista. Petnaestog dana od klijanja, 

duģina juvenilnih biljaka na kontrolnim hranljivim podlogama je bila veĺa od dijametra Petri kutija 

u kojima su gajene, te precizno merenje duģine korena u Image J 1.53e programu nije bilo moguĺe. 

Iz tog razloga, duģina korena je merena ruļno uz pomoĺ pinceta u staklenoj Petri kutiji napunjenoj 

vodom ispod koje je postavljen lenjir na crnom papiru. Broj listova (bez kotiledona) zabeleģen je 

petnaestog dana tretmana. 

Procenti inhibicije (%) duģine korena i duģine izdanka izraļunati su prema sledeĺoj formuli:  
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Procenat inhibicije (%) = (1- Lfi / Lk) × 100 (4) 

      

gde je: 

Lfi = duģina korena ili najduģeg lista juvenilnih biljaka (mm) na i-tom tretmanu floretinom, i = { 125, 

250,é, 1500 ÕM}, 

Lk = proseļna duģina korena ili lista kontrolnih juvenilnih biljaka (mm). 

Broj boļnih i adventivnih korenova odreĽen je pod stereo-mikroskopom (Carl Zeiss, Jena, Nemaļka).  

 Procenat inhibicije (%) boļnih korenova izraļunat je prema sledeĺoj formuli: 

Procenat inhibicije (%) = (1-Nfi/Nk) × 100 (5) 

gde je: 

Nfi = broj boļnih korenova na i-tom tretmanu floretinom, pri ļemu je i = {125, 250,é, 1500 µM},  

Nk = proseļan broj boļnih korenova na kontrolnim juvenilnim biljkama. 

 

Procent juvenilnih biljaka koje su formirale adventivne korenove (%) izraļunat je prema sledeĺoj 

formuli: 

Adv (%) = nadv / N ×100 (6) 

 

gde je: 

Adv (%) = procenat juvenilnih biljaka sa adventivnim korenovima 

nadv = broj juvenilnih biljaka koje su formirale adventivne korenove 

N = ukupan broj juvenilnih biljaka po tretmanu 

 

Broj listova u rozeti (bez kotiledona) prebrojan je pod stereo-mikroskopom (Carl Zeiss, Jena, 

Nemaļka) nakon 15 dana od klijanja.  

Deformacije korena koje su bile posledica naruġenog gravitropskog odgovora, opisane su i 

svrstane u nekoliko kategorija, a zatim je izraļunato procentualno uļeġĺe odreĽenih kategorija po 

tretmanima (koncentracijama floretina), za svaku posmatranu vremensku taļku (5, 10 i 15 dana), 

prema sledeĺoj formuli: 

Dk (%) = (dk / N) ×100 (7) 

 

gde je: 

Dk = procentualno uļeġĺe juvenilnih biljaka sa deformacijama odreĽene kategorije; 

dk = broj zabeleģenih juvenilnih biljaka sa deformacijama odreĽene kategorije; 

N = ukupan broj juvenilnih biljaka po tretmanu. 
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Izraļunavanja gravitropskog indeksa izvrġena su za juvenilne biljke starosti 5 i 10 dana. 

Koriġĺenjem programa ImageJ 1.53e, izmereno je vertikalno pravolinijsko rastojanje od osnove do 

vrha korena (Ly), kao i stvarna duģina korena (L). Vertikalni gravitropski indeks korena (VGI) 

izraļunat je za svaku juvenilnu biljku pojedinaļno kao odnos Ly : L, prema metodi Grabov i sar. 

(2005): 

VGI = Ly : L (8) 

 

Nakon produģenog tretmana u trajanju od 28 dana, zabeleģene su morfoloġke promene na 

listovima i korenu biljaka, kao i pojava cvetnih stabljika. Biljke su slikane pod lupom Leica Wild 

M3Z digitalnim fotoaparatom Nikon Coolpix 4500 (Nikon, Tokyo, Japan). 

 U cilju analize uticaja floretina na rastenje i prirast mase juvenilnih biljaka tretiranih iskljuļivo 

putem korena, semena A. thaliana isklijavana su u Petri kutijama na ļvrstoj İMS podlozi bez 

floretina. Sedmodnevne juvenilne biljke prebaļene su u staklene tegle zapremine 250 mL, koje su 

sadrģale po 20 mL ļvrste İMS podloge obogaĺene floretinom do finalnih koncentracija od 0, 250, 

500 i 1000 ÕM. U svaku teglu prebaļeno je po pet juvenilnih biljaka paģljivim uranjanjem korena u 

hranljivu podlogu uz pomoĺ dugaļke pincete, na naļin da izdanci ne doĽu u kontakt sa podlogom. 

Ovim postupkom obezbeĽeno je da juvenilne biljke ostvare kontakt sa floretinom iskljuļivo preko 

korenovog sistema. Eksperiment je postavljen u ļetiri bioloġka ponavljanja (tegle) po tretmanu 

(koncentraciji floretina) (n=20). Nakon 28 dana izvrġena je vizuelna procena i fotografisanje biljaka 

digitalnim fotoaparatom Nikon Coolpix 4500 (Nikon, Tokyo, Japan), a zatim su izmerene mase celih 

biljaka, kao i pojedinaļne mase korena i izdanka koriġĺenjem analitiļke vage Balance Analytic ABJ 

220-4M (Kern, Balingen, Nemaļka). 

 

3.2.1.1. Analiza podataka 

 

Podaci dobijeni merenjem morfoloġkih parametara analizirani su jednofaktorijalnom 

analizom varijanse (ANOVA) u programu Statistica (StatSoft Inc., SAD), a razlike izmeĽu srednjih 

vrednosti procenjene su Fiġerovim post-hoc testom najmanje znaļajne razlike (eng. Fisherôs least 

significant difference, LSD) sa nivoom znaļajnosti P < 0,05.  
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Radi ispitivanja inicijalnog odgovora korena juvenilnih biljaka A. thaliana na floretin, 

membranski potencijal epidermalnih ĺelija korena meren je uz pomoĺ konvencionalnih 

intracelularnih mikroelektroda. Biljni materijal obezbeĽen je klijanjem semena A. thaliana na ļvrstoj 

½MS hranljivoj podlozi u Petri kutijama postavljenim vertikalno, kao ġto je prethodno opisano 

(Poglavlje 3.1.3). Za ovaj eksperiment koriġĺene su juvenilne biljke stare 5 dana. 

 

3.3.1. Postupak elektrofizioloġkog merenja 

Za potrebe elektrofizioloġkih merenja konstruisana je eksperimentalna komorica od 

pleksiglasa (Institut za nauku i tehnologiju Austrije, Klosterneuburg, Austrija) koja je fiksirana na 

postolju sa 3-D mehaniļkim mikromanipulatorom i smeġtena u Faradejev kavez (Slika 9), kao ġto je 

ranije opisano u radu Friml i sar. (2022). Komorica je napunjena sa 5 mL aerisanog elektrofizioloġkog 

rastvora (eng. basic salt medium, BSM; pH 5,5). BSM je pripremljen iz matiļnih rastvora: 10 mM 

CaCl2 i 10 mM KCl razblaģivanjem do konaļnih koncentracija od 0,1 mM CaCl2 i 0,2 mM KCl. 

Pojedinaļne juvenilne biljke prenoġene su, zajedno sa ļvrstom hranljivom podlogom na kojoj su 

gajene, na staklenu predmetnu mikroskopsku ploļicu. Deo hranjive podloge uz sam koren paģljivo je 

uklonjen kako bi slobodan deo korena mogao biti direktno uronjen u elektrofizioloġki rastvor. 

Pojedinaļne juvenilne biljke dodatno su fiksirane u predelu izdanka uskom trakom od parafilma 

zajedno sa hranljlivom podlogom da bi se izbeglo pomeranje biljke u toku uvoĽenja mikroelektrode 

u epidermis korena. Deo mikroskopske ploļice sa korenom uronjen je u elektrofizioloġki rastvor tako 

da je nivo teļnosti dosezao do hipokotila juvenilnih biljaka. Poloģaj korena kontrolisan je preko 

horizontalnog stereo-mikroskopa (Leitz, Wetzlar, Nemaļka; uveĺanje 160Ĭ) uz pomoĺ mehaniļkog 

3-D mikromanipulatora (Leitz, Wetzlar, Nemaļka). Pojedinaļne juvenilne biljke inkubirane su u 

aerisanom elektrofizioloġkom rastvoru oko 20 minuta pre poļetka merenja membranskog potencijala. 

Aeracija elektrofizioloġkog rastvora nije primenjivana tokom merenja membranskog potencijala kako 

bi se izbeglo naruġavanje njegove stabilnosti. 

Membranski potencijal korena meren je konvencinalnim srebro/srebrohloridnim (Ag/AgCl) 

nepolariġuĺim mikroelektrodama, koje su izraĽene izvlaļenjem staklenih mikrokapilara sa 

filamentom (GB150F, Science Products, Hofheim, Nemaļka) na vertikalnom puleru (700C, David 

Kopf Instruments, Tujunga, Kalifornija, SAD) i napunjene sa 1 M KCl. Referentna elektroda takoĽe 

je bila od Ag/AgCl ģice koja je uronjena u plastiļnu cevļicu, ispunjenu rasvorom 1 M KCl, i 

nastavkom od porozne keramike, ļime je obezbeĽen kontakt sa elektrofizioloġkim rastvorom u 

komorici. 
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Slika 9. Elektrofizioloġka postavka. A ï Juvenilna biljka A. thaliana postavljena je na staklenu predmetnu 

mikroskopsku ploļicu i uronjena u eksperimentalnu komoricu (K) sa elektrofizioloġkim rastvorom (eng. basic 

salt medium, BSM). B ï Juvenilna biljka A. thaliana (At) uronjena u eksperimentalnu komoricu (K) pre 

umetanja merne mikroelektrode (ME). 

 

Merna mikroelektroda fiksirana je na nosaļ, ļija je pozicija bila kontrolisana pod stereo-

mikroskopom uz pomoĺ mehaniļkog 3-D mikromanipulatora (Slika 9). Elektrode su povezane preko 

ġirmovanog kabla sa pojaļivaļem (BBA18, OP Amplifier LMC 6081, National Instruments, Austin, 

Teksas, SAD) velikog ulaznog otpora (ü1015 ɋ) koji je uz pomoĺ A/D kartice (DAQ, LabJack U3-

LV, National Instruments, Austin, Teksas, SAD) i LabVIEW 7.1 programskog paketa beleģio 

izmerene vrednosti membranskog potencijala u mV na svakih 12 ms. Membranski potencijal meren 

je tokom 30 - 60 s nakon insercije mikroelektrode, sve dok nije dostignut stacionarni (eng. steady-

state) nivo. 
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3.3.2. Ispitivanje efekta floretina na membranski potencijal korena  

Nakon uspostavljanja stacionarnog membranskog potencijala, u elektrofizioloġki rastvor oko 

zrele zone korena, u blizini mesta insercije mikroelektrode, paģljivo je dodato 5 ÕL rastvora floretina 

(0,25 M ili 0,5 M) ļime je postignuta konaļna koncentracija floretina od 250, odnosno 500 ÕM. 

Matiļni rastvori floretina pripremljeni su koriġĺenjem 96% (v/v) etanola (Zorka Pharma, Hemija 

d.o.o., Ġabac). Kontrolni tretman sadrģao je etanol u finalnoj koncentraciji od 0,1% (v/v), ġto je 

odgovaralo koncentraciji etanola u tretmanima sa floretinom. Za potrebe elektrofizioloġkih analiza, 

etanol je izabran kao optimalan rastvaraļ za floretin, jer je omoguĺavao stabilna i konzistentna 

merenja membranskog potencijala. Za razliku od etanola, DMSO, primenjen u istoj koncentraciji od 

0,1% (v/v), dovodio je do pojave nepravilnih i nereproduktivnih signala, te je stoga ocenjen kao 

nepogodan za upotrebu. 

Promena membranskog potencijala praĺena je u vremenskom intervalu od 20 do 30 minuta 

nakon dodavanja floretina (tretman) ili etanola (kontrola) u elektrofizioloġki rastvor. Meren je 

membranski potencijal kod pet juvenilnih biljaka za svaki tretman (kontrola i floretin), sa po jednom 

insercijom mikroelektrode po biljci.  

Za utvrĽivanje znaļajnosti razlika u amplitudama depolarizacije meĽu tretmanima koriġĺen 

je Studentov t-test (Statistica ï StatSoft Inc., SAD). 

 

 

3.4.1. Analiza histoloġke organizacije primarnog korena  

U cilju ispitivanja potencijalnih promena u strukturi korena na tretmanu floretinom, juvenilne 

biljke A. thaliana gajene su vertikalno u Petri kutijama na ½MS hranljivim podlogama (kontrola i 

500 ÕM floretin). Za potrebe analize histoloġke organizacije i odreĽivanja duģine zona korena, 

prikupljene su sveģe juvenilne biljke nakon 5 i 10 dana tretmana. Juvenilne biljke su posmatrane i 

fotografisane pod svetlosnim mikroskopom Axiovert (Carl Zeiss, Jena, Nemaļka) na uveĺanju 5Ĭ. 

Izmerene su duģine korenove kape, meristemske zone i zone izduģivanja kod juvenilnih biljaka starih 

5 dana u softveru ImageJ 1.53e. Uzorci korena sakupljeni su iz dva nezavisna eksperimenta (10 

juvenilnih biljaka po tretmanu u svakom eksperimentu). Razlike izmeĽu srednjih vrednosti duģine 

korenove kape, meristemske zone i zone izduģivanja korena kod kontrole i tretmana procenjene su 

Studentovim t-testom nezavisnih uzoraka u programu Statistica (StatSoft Inc., SAD). 

 

3.4.2. OdreĽivanje veliļine i distribucije amiloplasta u ĺelijama kolumele  

Potencijalne razlike u zastupljenosti amiloplasta u vrhovima primarnih korenova kontrolnih i 

tretiranih biljaka, ispitivane su na juvenilnim biljkama starim 10 dana, gajenim na hranljivim ½MS 

podlogama (kontrola i 500 µM floretin) u vertikalno postavljenim Petri kutijama. Za bojenje skrobnih 

zrna koriġĺen je Lugolov rastvor (0,37% joda, 0,71% kalijum-jodida, apoteka Zajeļar). Jedna kap 

ovog rastvora stavljana je na staklenu mikroskopsku ploļicu. Korenovi su postavljeni tako da su 
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vrhovi bili uronjeni u kap Lugolovog rastvora i inkubirani su najmanje 10 minuta. Za odbojavanje 

koriġĺena je gelasta varikina Kaylon ï ultra thick bleach (Endeks Kimya, Istanbul, Turska) (80 g 

hloral-hidrata, 20 mL glicerola, 20 mL vode) koja trenutno odbojava, a zatim su uzorci isprani u 

dejonizovanoj vodi u trajanju od dva minuta. Uzorci korena posmatrani su i fotografisani pod 

svetlosnim mikroskopom Axiovert (Carl Zeiss, Jena, Nemaļka) na uveĺanjima 20 i 40Ĭ. 

 

 

 

U cilju utvrĽivanja efekata floretina na ultrastrukturne karakteristike mezofilnih ĺelija listova 

A. thaliana, juvenilne biljke su gajene vertikalno na ļvrstoj İMS hranljivoj podlozi (kontrola i 500 

ÕM floretin) u Petri kutijama. Uzorci listova su prikupljeni iz tri nezavisna bioloġka ponavljanja 

nakon 10 i 28 dana tretmana. 

Sveģi listovi su seļeni na fragmente debljine 2 mm, a zatim podvrgnuti standardnoj proceduri 

pripreme uzoraka za elektronsku mikroskopiju. Fiksacija uzoraka izvrġena je 3% (v/v) 

glutaraldehidom (Sigma-Aldrich Biochemie, Hamburg, Nemaļka) u natrijum-kakodilatnom puferu 

(0,1 M, pH 7,2) (Sigma-Aldrich Biochemie, Hamburg, Nemaļka) na 4°C u trajanju od 4 h. Nakon 

fiksacije, uzorci su isprani istim puferom u cilju uklanjanja glutaraldehida. Postfiksacija je izvrġena 

2% rastvorom osmijum-tetroksida (Sigma-Aldrich Biochemie, Hamburg, Nemaļka) u natrijum-

kakodilatnom puferu tokom 2 h na 4°C radi dodatne fiksacije ĺelijskih membrana. Nakon toga su 

uzorci postepeno dehidratisani serijom rastuĺih koncentracija etil-alkohola. Po zavrġenoj 

dehidrataciji, izvrġeno je kalupljenje uzoraka u smoli Epon-Araldita (Agar Scientific, Rotherham, 

Velika Britanija). Kalupi su seļeni ultramikrotomom UC6 (Leica, Wetzlar, Nemaļka) na preseke 

debljine 1 µm. Dobijeni preseci su postavljeni na predmetna stakla i obojeni katjonskom bojom 

toluidin plavim (Fisher Scientific, Loughborough, Velika Britanija) i posmatrani pod svetlosnim 

mikroskopom Olympus CX41 (Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg, Nemaļka). Pregledom na 

svetlosnom mikroskopu odabrani su delovi kalupa koji ĺe biti seļeni za dalje analize. Odabrani 

preseci debljine 500-700 nm stavljani su na bakarne mreģice i kontrastirani standardnom procedurom, 

uranil-acetatom (Agar Scientific, Rotherham, Velika Britanija) i olovo-citratom (Agar Scientific, 

Rotherham, Velika Britanija). Snimci preseka listova su dobijeni na elektronskom mikroskopu 

Philips/FEI CM12 (FEI, Eindhoven, Holandija) na Bioloġkom fakultetu Univerziteta u Beogradu. 
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3.6.1. Priprema uzoraka i postupak ekstrakcije  

Juvenilne biljke A. thaliana gajene su u teļnim İMS hranljivim podlogama (kontrola i 500 

ÕM floretin) kao ġto je prethodno opisano (Poglavlje 3.1.3). Eksperiment je postavljen u tri bioloġka 

ponavljanja za svaki tretman (floretin i kontrolu). Nakon 5, 10 i 28 dana tretmana, sakupljeno je po 

50 mg sveģih nadzemnih delova juvenilnih biljaka (bez cvetnih drġki). Zbog male veliļine juvenilnih 

biljaka nakon 5 dana tretmana, odvajanje nadzemnih delova vrġeno je pod stereo-mikroskopom Carl 

Zeiss (Jena, Nemaļka). Uzorci (50 mg) su homogenizovani u keramiļkim avanima sa tuļkom, uz 

dodavanje teļnog azota (Messer Tehnogas AD, Beograd), a zatim ekstrahovani u prisustvu 1 mL 80% 

(v/v) acetona (Zorka Pharma, Hemija d.o.o., Ġabac). Ekstrakti su odlivani u Eppendorf-tubice, a 

zatim centrifugirani u trajanju od 10 minuta na 13 000 × g (5430R, Eppendorf, Hamburg, Nemaļka). 

Supernatanti su prebaļeni u nove Eppendorf-tubice i ļuvani na ledu do spektrofotometrijske analize. 

 

3.6.2. Spektrofotometrijska analiza 

Koncentracija fotosintetskih pigmenata odreĽena je spektrofotometrijskom metodom koja se 

zasniva na merenju apsorbanci ekstrakata na talasnim duģinama od 646,8; 663,2 i 470,0 nm. 

Optimalni opseg apsorbanci (0,3-0,8) postignut je razblaģivanjem ekstrakata 80% (v/v) acetonom 

(Zorka Pharma, Hemija d.o.o., Ġabac, Srbija). Za uzorke prikupljene nakon 10 i 28 dana idealni odnos 

je bio 2:1 (500 µL ekstrakta i 250 µL acetona), dok uzorci koji su prikupljeni nakon 5 dana tretmana 

nisu razblaģivani. Merenja su izvrġena u tri tehniļka ponavljanja za svaki uzorak na spektrofotometru 

Agilent 8453 UV-visible spectrophotometer (Santa Clara, Kalifornija, SAD). 

 

3.6.2.1. Analiza podataka 

 

Koncentracija hlorofila a i b i karotenoida (karotena i ksantofila) izraļunata je koriġĺenjem 

sledeĺih formula (Lichtenthaler, 1987): 

Ca (µg mL-1) = 12,25 A663,2 ï 2,79 A646,8 (9) 

Cb (µg mL-1) = 21,50 A646,8  ï 5,10 A663,2 (10) 

C(x+c) (µg mL-1) = (1000 A470,0  ï 1,82 Ca ï 85,02 Cb) / 198 (11) 

C(a+b) (µg mL-1) = 7,15 A663,2 + 18,71 A646,8 (12) 

 

Pri ļemu je: 

Ca ï sadrģaj hlorofila a 

Cb ï sadrģaj hlorofila b 

C(x+c) ï sadrģaj karotena i ksantofila  

C(a+b) ï sadrģaj ukupnih hlorofila 
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S obzirom na to da su koncentracije iz formula (6ï9) izraģene u Õg mL-1, preraļunavanje u 

µg mg-1 sveģe mase tkiva izvrġeno je na sledeĺi naļin: 

 

Pri ļemu je: 

C ï koncentracija u µg mg-1 

Cx ï koncentracija u µg mL-1  

V ï zapremina ekstrakta (mL) 

R ï faktor razblaģenja 

m ï masa uzorka (mg) 

 

Dodatna dva parametra dobijena su na osnovu formula: 

 

Razlike izmeĽu srednjih vrednosti koncentracije fotosintetskih pigmenata kod kontrolnih i 

juvenilnih biljaka tretiranih floretinom procenjene su Studentovim t-testom nezavisnih uzoraka na 

nivoima znaļajnosti od P < 0,05 i P < 0,01, u programu Statistica (StatSoft Inc., SAD). 

 

 

3.7.1. Kvantitativna analiza auksina i auksinskih metabolita   

U cilju ispitivanja efekata floretina na metabolizam indol-3-sirĺetne kiseline (eng. indole-3-

acetic acid, IAA), juvenilne biljke su isklijavane iz semena u erlenmajerima sa teļnom hranljivom 

podlogom i gajena tokom 5 dana, nakon ļega su tretirane 500 ÕM floretinom (tretman) ili 0,1% 

DMSO (kontrola) u trajanju od 2 i 6 h. Odvajanje korena od izdanka vrġeno je pod stereo-

mikroskopom (Carl Zeiss, Jena, Nemaļka). Svaki uzorak sastojao se od grupisanih izdanaka ili 

korenova 200 juvenilnih biljaka iz tri nezavisna eksperimenta (pribliģno 10 mg po uzorku). Uzorci 

su odmah zamrznuti u teļnom azotu (Messer Tehnogas AD, Beograd, Srbija) i ļuvani u 

laboratorijskom zamrzivaļu na ï80 °C (Nordic Lab ULT U250, Værløse, Danska). Liofilizacija 

uzoraka sprovedena je u liofilizatoru Lyovac GT2/045 (Leybold) (Frenkendorf, Ġvajcarska), a uzorci 

su zatim ļuvani u Eppendorf-tubicama upakovanim u vakuum kesice u prisustvu silika gela, na sobnoj 

temperaturi.  

Kvantitativna analiza IAA i njenih metabolita izvrġena je u saradnji sa Institutom za 

eksperimentalnu botaniku (Institute of Experimental Botany, Czech Academy of Sciences, Olomouc, 

C = (Cx × V × R) / m (13) 

Odnos hlorofila a i b = Ca / Cb (14) 

Odnos ukupnih hlorofila i karotenoida = C(a+b) / C(x+c) (15) 
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Ļeġka Republika), primenom ultra-efikasne teļne hromatografije sa masenim detektorom (eng. ultra-

high performance liquid chromatography with tandem mass spectrometry) (UHPLCïMS/MS) prema 

metodi koju su opisali PŊnļik i saradnici (2018). Standardi IAA i njenih metabolita: antranilata (eng. 

anthranilate, ANT), indol-3-acetamida (eng. indole-3-acetamide, IAM), indol-3-acetonitrila (eng. 

indole-3-acetonitrile, IAN), indol-3-piruvata (eng. indole-3-pyruvic acid, IPyA), triptamina (eng. 

tryptamine, TRA) i triptofana (eng. tryptophan, TRP) nabavljeni su od proizvoĽaļa Sigma-Aldrich 

(Saint Louis, Misuri, SAD), dok je oksindol-3-sirĺetna kiselina (eng. oxindole-3-acetic acid, OxIAA) 

nabavljena od proizvoĽaļa Olchemim Ltd (Ļeġka Republika). Standardi za IAA -aspartat (eng. indole-

3-acetyl-aspartate, IAA-Asp) i IAA-glutamat (eng. indole-3-acetyl glutamate, IAA-Glu) sintetisani 

su na osnovu modifikovanih metoda Iliĺ i sar. (1997), van de Weert i sar. (1998) i Kowalczyk i 

Sandberg (2001). 

Zamrznuti uzorci korenova i izdanaka prebaļeni su na led radi spreļavanja enzimske 

degradacije, a zatim ekstrahovani u 1 mL rashlaĽenog natrijum-fosfatnog pufera (50 mM, pH 7,0, 

4oC) koji je sadrģao 0,1% (w/v) natrijum-dietilditiokarbamata. Svakom uzorku dodati su sledeĺi 

interni standardi obeleģeni stabilnim izotopima: [13C6]IAA, [ 13C6]ANT, [2H5]TRA, [13C6]IAM, 

[13C6]OxIAA, [ 13C6]IAA -Asp, [13C6]IAA -Glu (2,5 pmol po uzorku), [2H4] IPyA, [13C6]IAN (5 pmol 

po uzorku) i [2H5]TRP (50 pmol po uzorku). Uzorci su homogenizovani upotrebom laboratorijskog 

mlina MixerMill MM 301 (Retsch GmbH, Haan, Nemaļka) na frekvenciji od 29 Hz tokom ġest minuta 

uz dodavanje granula stabilizovanog cirkonijum-oksida preļnika 2 mm. Biljni ekstrakti su inkubirani 

na 4oC uz stalno meġanje tokom 10 minuta, centrifugirani (15 minuta, 23 000 × g na 4oC) i preļiġĺeni 

ekstrakcijom na ļvrstoj fazi (in-tip ɛSPE; eng. solid phase extraction). Preļiġĺavanje ekstrakata 

izvrġeno je uz pomoĺ kolona MultiStage Tip, koje su pripremljene u skladu sa protokolom Svaļinov§ 

i sar. (2012). Kolone su sadrģale dva tipa ekstrakcionih sorbenta (od svakog po tri sloja): C18 i SDB-

XC (EmporeÊ, 3MÊ). 

Iz svakog ekstrakta izdvojena je zapremina od 200 µL, koja je zakiseljena do pH 2,7 

dodavanjem 0,1 M HCl (~100 µL) i alikvotirana u kolonu MultiStage Tip, koja je bila aktivirana sa 

50 µL acetona (centrifugiranjem na 2200 rpm, 10 minuta, 4oC), 50 µL metanola (2200 rpm, 15 

minuta, 4oC) i 50 µL vode (2200 rpm, 10 minuta, 4oC). Nakon dodavanja uzorka i centrifugiranja 

(3400 rpm, 25 minuta, 4oC), kolona je isprana sa 50 ÕL 0,1% (v/v) sirĺetne kiseline (3400 rpm, 15 

minuta, 4oC), a zatim eluirana sa 50 µL 80% (v/v) metanola (3400 rpm, 15 minuta, 4oC). Drugi deo 

od 200 µL ekstrakta derivatizovan je dodavanjem 100 µL 0,75 M cisteamina (pH 8,2) u cilju 

konvertovanja labilne IPyA u njenu stabilnu tiazolidnu formu IPyA-TAZ (Novák i sar., 2012). Nakon 

15-minutne inkubacije, podeġen je pH uzoraka na 2,7, a zatim su uzorci preļiġĺeni kao ġto je gore 

navedeno. Oba eluata su spojena u jednu vijalu, vakuumski uparena do ļvrstog stanja i skladiġtena na 

ī20oC do analize LC-MS/MS. 

Za potrebe kvantifikacije IAA i njenih metabolita, uzorci u ļvrstom stanju rastvoreni su u 40 

µL mobilne faze neposredno pre LC ïMS/MS analize. Za analizu je upotrebljen sistem 1290 Infinity 

LC, koji je bio povezan sa masenim detektorom sa trostrukim kvadrupolom (6490 Triple Quadrupole 

LC/MS) i opremljen sa sistemima JetStream i Dual Ion Funnel (Agilent Technologies Inc., Santa 

Clara, Kalifornija, SAD). Po 20 µL svakog uzorka injektovano je u reverzno-faznu kolonu (Kinetex 

C18 100A, duģina 50 mm, preļnik 2,1 mm, veliļina ļestica 1,7 Õm; Phenomenex Inc., Torrance, 

Kalifornija, SAD). Analiti su eluirani tokom tri minuta sa metanolnim i vodenim rastvorima sirĺetne 

kiseline (0,1% (v/v)) u odnosima 5:95 do 35:65 u linearnom gradijentu. Nakon toga je kolona isprana 
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sa 100% (v/v) metanolom tokom jednog minuta i vraĺena na poļetne uslove tokom jednog minuta. 

Protoļna stopa (eng. flow rate) tokom analize iznosila je 0,5 mL min-1, a temperatura kolone 40oC.  

 

3.7.1.1. Analiza podataka 

 

Analiti su kvantifikovani koriġĺenjem dijagnostiļkog praĺenja viġestrukih reakcija (eng. 

multiple reaction monitoring, MRM) prelaza prekursora i odgovarajuĺih jona proizvoda koriġĺenjem 

optimalnih energija sudara i vremena zadrģavanja od 50 ms. Hromatogrami su analizirani 

koriġĺenjem softvera MassHunter (verzija B.05.02; Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, 

SAD), a jedinjenja su takoĽe kvantifikovana standardnom analizom razblaģivanja izotopa (Rittenberg 

i Foster, 1940). 

Efekat tretmana, koji se odnosi na poveĺanje ili smanjenje sadrģaja metabolita auksina, 

izraļunat je koriġĺenjem sledeĺe formule:  

 

 

Pri ļemu je: 

Af = sadrģaj IAA/metabolita auksina u izdancima ili korenovima juvenilnih biljaka tretiranih 500 µM 

floretinom 

Ak = sadrģaj IAA/metabolita auksina u izdancima ili korenovima kontrolnih juvenilnih biljaka 

 

Izraļunati su procenti poveĺanja (+) ili smanjenja (ī) sadrģaja metabolita auksina u izdancima 

i korenovima juvenilnih biljaka. Razlike izmeĽu vrednosti sadrģaja metabolita auksina kod tretiranih 

i kontrolnih juvenilnih biljaka procenjene su Studentovim t-testom nezavisnih uzoraka u programu 

Statistica (StatSoft Inc., SAD). 

 

3.7.2. Analiza distribucije auksina u primarnom korenu juvenilnih biljaka  

U cilju vizuelizacije i indirektne kvantifikacije distribucije auksina u vrhovima korena 

juvenilnih biljaka pod uticajem floretina, koriġĺena je transgena linija A. thaliana DR5rev::GFP. 

Juvenilne biljke A. thaliana DR5rev::GFP i Col-0 isklijavane su iz semena i gajene vertikalno na 

ļvrstoj İMS hranljivoj podlozi u Petri kutijama sa 500 ÕM floretina (tretman) ili 0,1% DMSO 

(kontrola). Po 10 juvenilnih biljaka postavljeno je po Petri kutiji (tretmanu) u tri bioloġka ponavljanja, 

u dva nezavisna eksperimenta (n = 60). Nakon 5 dana tretmana, korenovi su odvojeni od ostatka 

juvenilnih biljaka i postavljeni na mikroskopsku ploļicu u kapi dejonizovane vode i prekriveni 

pokrovnim staklom. Nativni preparati korena analizirani su koriġĺenjem laserskog skenirajuĺeg 

konfokalnog sistema Leica TCS SP5 II u kombinaciji sa Leica DMI 6000 invertnim mikroskopom 

(Leica Microsystems, Wetzlar, Nemaļka) opremljenim objektivom HCX PL APO CS 10.0 x 0.40 DRY 

UV. Snimanje fotografija obavljeno je sekvencijalno, na dva kanala. Za ekscitaciju GFP proteina 

Efekat (%) = [(Af / Ak) -1] × 100 (16) 
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koriġĺen je Argon laser, koji je emitovao talasnu duģinu od 488 nm, a detektovan je opseg talasnih 

duģina od 500-530 nm. Drugi kanal je predstavljao transmisiju. Parametri za pojaļanje (eng. gain) i 

otvor (eng. pinhole) za detekciju GFP proteina bili su konstantni meĽu poreĽenjima (pojaļanje: 1045, 

ofset (eng. offset): -30, otvor: 78,8 µm, 1,49 arbitrarnih jedinica (AJ)). Slike su snimljene sa 

digitalnim uveĺanjem 5,8 Ĭ i linijskim prosekom (eng. line average) od 5. Slike su generisane i 

izvezene pomoĺu softvera Leica Application Suite Advanced Fluorescence 2.7.3.9723 (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Nemaļka). 

 

3.7.2.1. Analiza podataka 

 

Ukupna povrġina GFP fluorescentnog signala i srednji intenzitet fluorescencije kvantifikovani 

su koriġĺenjem softvera ImageJ 1.53e. Srednji intenzitet fluorescencije meren je kao srednja vrednost 

sive boje (eng. mean grey value) po regionu od interesa (eng. region of interest,  ROI) korigovana za 

pozadinski signal. ROI je definisan kao oblast koja je obuhvatala boļne strane korenove kape do 

apikalnog meristema, iskljuļujuĺi ļetiri kolone ĺelija kolumele u centralnom delu vrha korena. 

Korenovi juvenilnih biljaka Col-0 nisu pokazivali GFP signal pod istim uslovima snimanja, ļime je 

potvrĽena validnost fluorescentnog signala dobijenih kod transgene linije DR5rev::GFP. Razlike 

izmeĽu srednjih vrednosti za oba ispitivana parametra (ukupnu povrġinu GFP fluorescentnog signala 

i intenzitet fluorescencije) kod tretmana floretinom i kontrole procenjene su Studentovim t-testom u 

programu Statistica (StatSoft Inc., SAD). 

  Efekat tretmana floretinom (poveĺanje ukupne povrġine GFP fluorescentnog signala ili 

srednjeg intenziteta fluorescencije) izraļunat je koriġĺenjem sledeĺe formule:  

 

 

 

 

Nivo oksidativnog stresa kod juvenilnih biljaka tretiranih floretinom procenjen je analizom 

odabranih neenzimskih i enzimskih komponenti antioksidativnog sistema. Juvenilne biljke su gajene 

u erlenmajerima sa teļnom İMS hranljivom podlogom (kontrola i 500 ÕM floretin), kao ġto je 

prethodno opisano (Poglavlje 3.1.3). Eksperiment je postavljen u tri bioloġka ponavljanja za svaki 

tretman (kontrolu i floretin). Nakon 5 i 10 dana tretmana, prikupljen je biljni materijal za dalje analize. 

Juvenilne biljke su najpre temeljno isprane destilovanom vodom, kako bi se u potpunosti isprali 

tragovi floretina, a zatim oceĽene na filter papiru. Potrebna masa juvenilnih biljaka izmerena je na 

analitiļkoj vagi (Balance Analytic ABJ 220-4M, Kern, Nemaļka). Uzorci su trenutno zamrzavani u 

teļnom azotu (Messer Tehnogas AD, Beograd, Srbija) i ļuvani u zamrzivaļu na -80oC (Nordic Lab 

ULT U250, Værløse, Danska) do dalje analize. 

Efekat (%) = [(tretman floretinom / kontrola) - 1] × 100 (17) 
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3.8.1. Analiza neenzimskih komponenti antioksidativnog sistema  

 3.8.1.1. Priprema metanolnih ekstrakata 

 

Za potrebe metanolne ekstrakcije, zamrznut biljni materijal (300 mg) homogenizovan je u 

teļnom azotu, a ekstrakti su pripremljeni dodavanjem ļistog metanola (Zorka Pharma, Hemija d.o.o., 

Ġabac, Srbija) u odnosu 1:5 (m:v). Sadrģaj je odlivan u Eppendorf-tubice zapremine 2 mL i ļuvan u 

friģideru preko noĺi. Uzorci su narednog dana centrifugirani 10 minuta na 10 000 Ĭ g (centrifuga 

5430R, Eppendorf, Hamburg, Nemaļka), a supernatanti su ļuvani u friģideru na +4oC do upotrebe. 

 

 3.8.1.2. OdreĽivanje ukupne antioksidativne aktivnosti metanolnih ektrakata 

juvenilnih biljaka i metanolnih rastvora floretina 

 

Ukupna antioksidativna aktivnost metanolnih ekstrakata juvenilnih biljaka A. thaliana, kao i 

metanolnih rastvora floretina odreĽena je ABTS spektrofotometrijskom metodom (Arnao i sar., 1999) 

koja je modifikovana za mikrotitar ploļe. Kao glavni sastojak reakcione smeġe koriġĺena je 

diamonijum so 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline (ABTS), koja se u prisustvu 

vodonik-peroksida oksiduje formirajuĺi ABTSÅ+ katjon-radikal, koji reakcionoj smeġi daje zelenu 

boju. Pri kontaktu antioksidanasa iz uzoraka sa ABTSÅ+ radikalom dolazi do obezbojavanja reakcione 

smeġe usled redukcije ABTS katjon-radikala u stabilno stanje, ġto se moģe detektovati merenjem 

apsorbance reakcione smeġe na 730 nm.  

Kao osnovni pufer za analizu koriġĺen je 50 mM kalijum-fosfatni pufer, koji se sastojao od 

kalijum-dihidrogen fosfata (KH2PO4) (Lachner, Neratovice, Ļeġka Republika) i dikalijum-hidrogen 

fosfata (K2HPO4) (Avantor, Radnor, Pensilvanija, SAD), ļija je pH vrednost podeġena na 7,5 

koriġĺenjem pH-metra (Edge, Hanna Instruments, Limena, Italija). Reakciona smeġa se sastojala od 

2 mM ABTS (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemaļka), 15 ÕM vodonik-peroksida (Centrohem d.o.o., 

Stara Pazova) i 0,25 µM peroksidaze rena (eng. horseradish peroxidase, HRP; Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, Misuri, SAD, 156 U mg-1) rastvorene u kalijum-fosfatnom puferu.  

U pojedinaļne bunariĺe na mikrotitar ploļi je dodavano po 195 ÕL rastvora ABTS u kalijum-

fosfatnom puferu, 0,31 µL vodonik-peroksida i 4,88 µL HRP. Nakon postizanja stabilne apsorbance 

na 730 nm usled formiranja ABTSÅ+ radikala, dodavano je po 2 µL standarda L-askorbinske kiseline 

(eng. ascorbic acid, AA; Sigma-Aldrich, Saint Louis, Misuri, SAD) (0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 2 i 4 

mM), metanolnih ekstrakata biljnog tkiva, ili metanolnih rastvora floretina u finalnim 

koncentracijama od 0, 125, 250, 500, 750, 1000 i 1500 ÕM i zabeleģeno je smanjenje apsorbance kao 

posledica obezbojavanja rastvora tj. smanjenja koncentracije ABTSÅ+ radikala. Merenje je obavljeno 

na spektofotometarskom ļitaļu mikrotitar ploļa Multiskan Spectrum (Thermo Electron Corporation, 

Vantaa, Finska) na 730 nm i 25°C. Razlike u vrednostima apsorbanci pre i posle dodavanja standarda 

askorbinske kiseline su posluģile za konstrukciju standardne prave i izraļunavanje ukupne 

antioksidativne aktivnosti metanolnih ekstrakata juvenilnih biljaka i rastvora floretina. Rezultati su 

izraģeni kao mM AA ekvivalenta po gramu sveģe mase (mM AA ekv g-1 FW) u sluļaju juvenilnih 

biljaka ili µM AA ekvivalenta po mL (µM AA ekv mL-1) u sluļaju rastvora floretina. 
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3.8.1.3. OdreĽivanje sadrģaja ukupnih fenola u metanolnim ektraktima juvenilnih 

biljaka 

 

Analiza sadrģaja ukupnih fenola izvrġena je po proceduri zasnovanoj na oksidaciji fenolnih 

jedinjenja u prisustvu Folin-Ciocalteu reagensa (Dragiġiĺ Maksimoviĺ i Ģivanoviĺ, 2012). Folin-

Ciocalteu reagens sastoji se od smeġe fosfovolframove i fosfomolibdene kiseline, koja ima 

sposobnost da oksiduje fenolna jedinjenja, prilikom ļega se reagens redukuje u smeġu volfram-oksida 

i molibden-oksida, koja dobija plavu obojenost. Intenzitet plave boje je srazmeran sadrģaju fenolnih 

jedinjenja u rastvoru. 

Radi konstrukcije standardne prave napravljeni su standardi galne kiseline (eng. gallic acid, 

GA; Merck KGaA, Darmstadt, Nemaļka) u 100% metanolu, u koncentracijama od 0; 0,1; 0,5; 1; 1,5 

i 2 mM. Standardima GA, kao i metanolnim ekstraktima biljnog tkiva, dodat je Folin-Ciocalteu 

reagens (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Misuri, SAD) i nakon inkubacije od tri minuta na sobnoj 

temperaturi u reakcionu smeġu je dodat i 0,2 M natrijum-karbonat (Merck KGaA, Darmstadt, 

Nemaļka). Uzorci su potom inkubirani tokom jednog ļasa u mraku na sobnoj temperaturi do pojave 

plave obojenosti. Merenje je obavljeno na spektofotometarskom ļitaļu mikrotitar ploļa Multiskan 

Spectrum (Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finska) na 724 nm i 25ÁC, u tri tehniļka 

ponavljanja. Oļitane vrednosti absorbanci za standarde GA koriġĺene su za konstruisanje standardne 

prave. Sadrģaj ukupnih fenola izraģen je u mM ekvivalenta GA po gramu sveģe mase juvenilnih 

biljaka (mM GA ekv g-1 FW). 

 

3.8.1.4. OdreĽivanje sadrģaja malondialdehida 

 

U cilju odreĽivanja stepena lipidne peroksidacije ĺelijskih membrana, sadrģaj 

malondialdehida (MDA) kvantifikovan je prema modifikovanoj metodi Heath i Packer (1968). 

Uzorci juvenilnih biljaka (100 mg) homogenizovani su u teļnom azotu (Messer Tehnogas AD, 

Beograd) i ekstrahovani sa 1 mL 0,1% (w/v) trihlorosirĺetne kiseline (eng. trichloroacetic acid, TCA) 

(Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Nemaļka). Uzorci su centrifugirani na 15 000 × g na 4°C 

tokom 10 minuta (centrifuga 5430R, Eppendorf, Hamburg, Nemaļka). Nakon centrifugiranja, po 250 

ÕL supernatanta dodato je u po 500 ÕL reakcione smeġe koja se sastojala od 20% (w/v) TCA i 0,5% 

(w/v) tiobarbiturinske kiseline (eng. thiobarbituric acid, TBA; Sigma-Aldrich, Saint Louis, Misuri, 

SAD). Uzorci su inkubirani u vodenom kupatilu sa analognim upravljanjem grejanja na 95°C u 

trajanju od 30 minuta (Univeba JP Selecta, Amex lab, Wien, Austrija). Uzorci su nakon inkubacije 

ohlaĽeni na ledu (Icematic F125 Compact, Castel MAC Srl, Castelfranco Veneto, Italija), a zatim 

centrifugirani 15 minuta na 10 000 × g.  

Apsorbance supernatanata (100 µL) merene su koriġĺenjem spektofotometarskog ļitaļa 

mikrotitar ploļa Multiskan Spectrum (Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finska) na ɚ1 =532 nm 

i ɚ2 = 600 nm, u tri tehniļka ponavljanja. Sadrģaj MDA u uzorcima izraļunat je na sledeĺi naļin: 

 

 

MDA (nM g-1 FW) = [(A532 ï A600) / 155] × 1000 × (Ve / Va) × F (18) 
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Pri ļemu je:  

A532 = apsorbanca na 532 nm;  

A600 = apsorbanca na 600 nm;  

155 = milimolarni koeficijent ekstinkcije (ὑ) MDA na 532 nm (mM-1 cm-1);  

Ve = zapremina ekstrakta;  

Va = zapremina alikvota;  

F = faktor razblaģenja uzorka. 

 

3.8.1.5. OdreĽivanje sadrģaja prolina 

 

Sadrģaj prolina odreĽen je spektrofotometrijskom procedurom koju su opisali Carillo i Gibon 

(2011). Biljni materijal (50 mg) homogenizovan je u teļnom azotu (Messer Tehnogas AD, Beograd) 

i ekstrahovan sa 1 mL 70% (v/v) etanola (Zorka Pharma, Hemija d.o.o., Ġabac, Srbija), tj. u odnosu 

20:1 (v/w).  

Ninhidrinski reagens pripremljen je rastvaranjem 1% (w/v) ninhidrina (Thermo ScientificTM, 

Voltam, Masaļusets, SAD) u 60% (v/v) sirĺetnoj kiselini (Zorka Pharma, Hemija d.o.o., Ġabac, 

Srbija), uz zagrevanje na magnetnoj meġalici (Velp Scientifica, Usmate Velate, Italija). Standardi 

prolina pripremljeni su rastvaranjem L-prolina (Thermo ScientificTM, Waltham, Masaļusets, SAD) u 

70% etanolu u koncentracijama od 0; 0,04; 0,1; 0,2; 0,4 i 1 mM. Zapremina od 150 µL ekstrakta 

svakog uzorka ili standarda L-prolina dodata je u 300 µL ninhidrinskog reagensa, a potom inkubirana 

u vodenom kupatilu (Univeba JP Selecta, Amex lab, Wien, Austrija) na 95oC tokom 20 minuta.  

Nakon inkubacije, uzorci su ohlaĽeni na sobnoj temperaturi tokom 5 minuta a zatim 

centrifugirani na 2 500 × g u trajanju od jednog minuta (centrifuga 5430R, Eppendorf, Hamburg, 

Nemaļka). Narandģasta boja uzoraka je indikator prisustva prolina, a roze boja ukazuje na prisustvo 

drugih aminokiselina. Dobijeni supernatanti (100 ÕL) preneti su na mikrotitar ploļu u tri tehniļka 

ponavljanja i merena je apsorbanca koriġĺenjem spektrofotometarskog ļitaļa mikrotitar ploļa 

Multiskan Spectrum (Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finska) na 520 nm. Sadrģaj L-prolina 

izraļunat je koriġĺenjem jednaļine standardne prave i rezultati su izraģeni u ÕM po gramu sveģe mase 

juvenilnih biljaka (µM g-1 FW). 

 

3.8.1.6. OdreĽivanje sadrģaja vodonik-peroksida 

 

Ukupan sadrģaj vodonik-peroksida (H2O2) kvantifikovan je prema modifikovanoj metodi 

Velikova i sar. (2000). Uzorci (100 mg) su homogenizovani u teļnom azotu (Messer Tehnogas AD, 

Beograd, Srbija) i ekstrahovani sa 1 mL 0,1% (w/v) TCA (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Nemaļka). Nakon centrifugiranja uzoraka u trajanju od 10 minuta na 15 000 Ĭ g na 4°C (centrifuga 

5430R, Eppendorf, Hamburg, Nemaļka), supernatant (200 ÕL) je pomeġan sa 200 µL 10 mM kalijum-

fosfatnim puferom (pH 7,0) i 400 ÕL 1 M KJ. Zapremina od 200 ÕL svakog uzorka prebaļena je na 
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mikrotitar ploļu u tri tehniļka ponavljanja i izmerena je apsorbanca koriġĺenjem 

spektrofotometarskog ļitaļa mikrotitar ploļa Multiskan Spectrum (Thermo Electron Corporation, 

Vantaa, Finska) na 390 nm. 

Sadrģaj H2O2 izraļunat je na sledeĺi naļin: 

 

Pri ļemu je: 

A390 = apsorbanca na 390 nm;  

0,28 = milimolarni koeficijent ekstinkcije (ὑ) H2O2 na 390 nm (mM-1 cm-1);  

Ve = zapremina ekstrakta;  

Va = zapremina alikvota;  

F = faktor razblaģenja uzorka 

 

 

3.8.2. Analiza enzimskih komponenti antioksidativnog sistema 

3.8.2.1. Izolacija ukupnih solubilnih proteina 
 

Smrznuti biljni materijal (500 mg) homogenizovan je u teļnom azotu (Messer Tehnogas AD, 

Beograd, Srbija) u keramiļkim avanima, do finog praha, a zatim pomeġan sa ekstrakcionim puferom 

(Tabela 3) u odnosu 1:2 (w:v). Sadrģaj je prenesen u Eppendorf-tubice i drģan na ledu do narednog 

koraka ekstrakcije. 

Tabela 3. Sastav ekstrakcionog pufera za izolaciju solubilnih proteina 

Komponente reakcione 

smeġe 

Zapremina za 

10 mL ekstrakcionog pufera 
Finalna koncentracija 

1 M TRIS-HCl pH 7,6 5 mL 0,5 M 

0,5 M EDTA pH 8,0 2 mL 0,1 M 

100% glicerol 1 mL 10% 

91,8 mM PMSF 200 µL 1,8 mM 

H2O  do 10 mL / 

PVP nesolubilni 500 mg 5% (w/v) 

 

Ekstrakti su centrifugirani tri puta po 10 minuta na 13 000 × g pri temperaturi od 4°C 

(centrifuga 5430R, Eppendorf, Hamburg, Nemaļka) u cilju dobijanja potpuno bistrih supernatanata. 

Uzorci su skladiġteni na -80°C (Nordic Lab ULT U250, Værløse, Danska) do daljih analiza. 

 

  

H2O2 (µM g-1 FW) = (A390 / 0,28) × (Ve / Va) × F (19) 
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3.8.2.2. Bredfordov esej kvantifikacije proteina 

 

Koncentracija ukupnih solubilnih proteina u uzorcima je utvrĽena spektrofotometrijski, 

merenjem apsorbance na 595 nm (Bradford, 1976) na automatskom ļitaļu za mikrotitar ploļe 

(Multiskan FC, Thermo ScientificTM, Waltham, Masaļusets, SAD), koriġĺenjem albumina iz seruma 

goveļeta (eng. bovine serum albumin, BSA) kao proteinskog standarda (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 0,8; 

1; 1,2; 1,4; 1,6 i 1,8 µg µL-1). Reakciona smeġa sastojala se od 195 ÕL komercijalnog Bredford 

reagensa (boja Coomassie Brilliant Blue G-250, Cepham Life Sciences, Fulton, Misuri, SAD) i po 5 

µL izolacionog pufera (blank), BSA standarda ili proteinskih izolata u tri tehniļka ponavljanja. 

Koncentracija ukupnih proteina u uzorcima odreĽena je na osnovu jednaļine dobijene iz konstruisane 

standardne prave i izraģena je u µg µL-1. 

 

3.8.2.3. OdreĽivanje aktivnosti antioksidativnih enzima primenom 

spektrofotometrijskih analiza 

3.8.2.3.1. OdreĽivanje aktivnosti superoksid-dismutaza 

 

Ukupna aktivnost superoksid-dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1) analizirana je prema 

modifikovanoj metodi Fridovich (1986), koja se zasniva na sposobnosti kompeticije SOD sa 

fericitohromom c (Cyt c) za superoksid anjon radikal (O2
Å-). O2

Å- nastaje aktivnoġĺu enzima ksantin-

oksidaze u reakciji prevoĽenja ksantina i kiseonika u uriļnu kiselinu. SOD dismutira O2
Å- u vodonik-

peroksid i kiseonik, a reakcija koju katalizuje SOD kompetira sa fericitohromom c za O2
Å-, pri ļemu 

se fericitohrom c redukuje u fero-oblik. 

  Reakciona smeġa (1 mL) sastojala se od 50 mM kalijum-fosfatnog pufera (pH 7,8) sa 0,1 mM 

EDTA, 100 µL 0,5 mM ksantina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Misuri, SAD), 50 µL 6 nM 

komercijalne ksantin-oksidaze iz goveĽeg mleka (eng. xanthine oxidase, XO, EC 1.1.3.22; Klasa I, 

amonijum-sulfatna suspenzija sa 0,4 U mg-1 proteina) i 50 µL 0,2 mM fericitohroma c iz konjskog 

srca (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MW 12 384 Da). Kao kontrola reakcije je koriġĺen 50 mM kalijum-

fosfatni pufer bez EDTA, u cilju dobijanja poļetne promene apsorbance ȹA550 = 0,025 ± 0,005 u 

minuti (spektrofotometar 2501 PC, Shimadzu, Kyoto, Japan).  

Nakon dodavanja proteinskog izolata uzoraka u reakcionu smeġu, promena (smanjenje) 

apsorbance je merena na svakih 10 s u vremenskom intervalu od tri minuta. Jedna jedinica aktivnosti 

SOD je definisana kao koliļina enzima potrebna za 50% inhibicije redukcije Cyt c na 25°C, u minuti, 

a izraļunata je pomoĺu sledeĺe formule (Dragiġiĺ Maksimoviĺ i Ģivanoviĺ, 2012): 

 

gde je: 

ȹAk = promena apsorbance kontrole reakcije na 550 nm u minuti na 25°C  

ȹA = promena apsorbance uzorka na 550 nm u minuti na 25°C 

 

Inhibicija (%) = ((ȹAk - ȹA) / ȹAk) × 100 (20) 
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gde je: 

Vu = zapremina uzorka (mL);  

50% = inhibicija redukcije fericitohroma c prema definiciji jedinice aktivnosti SOD. 

 

Specifiļna aktivnost SOD je izraģena u jedinicama (U) po miligramu ukupnih solubilnih proteina (U 

mg-1 prot) prema sledeĺoj jednaļini: 

 

3.8.2.3.2. OdreĽivanje aktivnosti katalaza  

 

Ukupna aktivnost katalaza (CAT, EC 1.11.1.6) odreĽena je na osnovu modifikovane 

spektrofotometrijske metode (Aebi, 1983) koja se zasniva na praĺenju smanjenja apsorbance na 240 

nm usled razgradnje vodonik-peroksida. Reakciona smeġa (1 mL) sastojala se od 50 mM kalijum-

fosfatnog pufera (pH 7,0) koji je sadrģao H2O2 (Centrohem d.o.o., Stara Pazova) u koncentraciji koja 

je omoguĺavala promenu apsorbance od 0,85 Ñ 0,02. Za analize je koriġĺen UV/Vis spektrofotometar 

2501 PC (Shimadzu, Kyoto, Japan). 

Nakon dodavanja 10 µL proteinskog izolata, praĺena je kinetika promene (smanjenja) 

apsorbance na 240 nm usled razgradnje vodonik-peroksida, na svakih 10 s tokom vremenskog 

intervala od dva minuta. Merenje je izvrġeno u tri tehniļka ponavljanja za svaki uzorak. Opadanje 

poļetne apsorbance tokom vremena ukazivalo je na razgradnju vodonik-peroksida, odnosno na 

prisustvo aktivne katalaze u uzorku. Dobijena je oļekivana promena apsorbance u minuti, koja je bila 

linearna. Specifiļna aktivnost katalaze definisana je kao koliļina enzima potrebna za razgradnju 1 

ɛmol vodonik-peroksida u minuti na 25ÁC i izraļunata koriġĺenjem sledeĺe jednaļine: 

 

gde je:  

ȹA = smanjenje apsorbance na 240 nm u minuti na 25°C;  

Vk = zapremina reakcione smeġe u kiveti (mL);  

0,0436 = milimolarni koeficijent ekstinkcije (ὑ) H2O2 na 240 nm (mM-1 cm-1);  

Vu = zapremina uzorka (mL). 

 

Specifiļna enzimska aktivnost CAT izraģena je u jedinicama (U) po miligramu ukupnih 

solubilnih proteina (U mg-1 prot) prema sledeĺoj jednaļini: 

Aktivnost SOD po mililitru reakcione smeġe (U mL-1) = Inhibicija (%) / (50% × Vu) (21) 

Aktivnost SOD (U mg-1 prot) = aktivnost SOD po mililitru reakcione smeġe (U mL-1) / 

koncentracija ukupnih solubilnih proteina u uzorku (mg prot mL-1) 

(22) 

Aktivnost CAT po mililitru reakcione smeġe (U mL-1) = (ȹA × Vk) / (0,0436 × Vu) (23) 



57 
 

 

3.8.2.3.3. OdreĽivanje aktivnosti peroksidaza  

 

Ukupna aktivnost peroksidaza (POD, EC 1.11.1.7) odreĽena je spektrofotometrijski prema 

modifikovanoj metodi Hammerschmidt i sar. (1982). Metoda se zasniva na reakciji formiranja 

obojenog produkta tetragvajakola iz bezbojnog gvajakola aktivnoġĺu POD iz uzorka u prisustvu 

vodonik-peroksida. Reakciona smeġa (1 mL) sadrģala je 2 ÕL proteinskog izolata uzoraka, 0,25% 

(v:v) gvajakola (Carl Roth, Karlsruhe, Nemaļka) i 10 mM vodonik-peroksida (Centrohem d.o.o., 

Stara Pazova, Srbija) u 50 mM kalijum-fosfatnom puferu (pH 6,0).  

Poveĺanje apsorbance na 470 nm usled formiranja tetragvajakola mereno je na svakih 10 s 

tokom vremenskog intervala od tri minuta koriġĺenjem spektrofotometra 2501 PC (Shimadzu, Kyoto, 

Japan).  

Specifiļna aktivnost POD definisana je kao koliļina enzima koja oksidiġe 1 µmol gvajakola 

u minuti na 25ÁC i izraļunata je koriġĺenjem sledeĺe jednaļine:  

 

gde je: 

ȹA = poveĺanje apsorbance na 470 nm u minuti na 25°C; 

Vk = zapremina reakcione smeġe u kiveti (mL);  

25,5 = koeficijent ekstinkcije (ὑ) tetragvajakola na 470 nm (mM-1 cm-1);  

Vu = zapremina uzorka (mL). 

          

Specifiļna aktivnost POD izraģena je u jedinicama (U) po miligramu ukupnih solubilnih 

proteina (U mg-1 proteina) prema sledeĺoj jednaļini: 

 

3.8.2.3.4. Analiza podataka 

 

Razlike izmeĽu srednjih vrednosti ispitivanih neenzimskih i enzimskih komponenti 

antioksidativnog sistema kod kontrolnih i juvenilnih biljaka tretiranih floretinom procenjene su 

Studentovim t-testom, na nivou znaļajnosti P < 0,05. Efekat tretmana floretinom za svaki parametar 

izraļunat je koriġĺenjem formule (24) i izraģen je u procentima:  

 

CAT aktivnost (U mg-1 prot) = CAT aktivnost po mililitru reakcione smeġe (U mL-1) / 

koncentracija ukupnih solubilnih proteina u uzorku (mg prot mL-1) 

(24) 

Aktivnost POD po mililitru reakcione smeġe (U mL-1) = (ȹA × Vk) / (25,5 × Vu) (25) 

POD aktivnost (U mg-1 proteina) = POD aktivnost po mililitru reakcione smeġe (U mL-1) / 

koncentracija ukupnih solubilnih proteina u uzorku (mg prot mL-1) 

(26) 

Efekat (%) = [(tretman floretinom / kontrola) - 1] × 100 (27) 
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Podaci dobijeni iz ABTS testa za metanolne rastvore floretina obraĽeni su koriġĺenjem 

jednofaktorijalne analize varijanse (ANOVA). Satistiļki znaļajne razlike izmeĽu srednjih vrednosti 

utvrĽene su Fiġerovim post-hoc testom najmanje znaļajne razlike (eng. Fisherôs least significant 

difference, LSD) na nivou znaļajnosti P < 0,05. Sve analize uraĽene su u programu Statistica 

(StatSoft Inc., SAD). 

 

3.8.3. OdreĽivanje aktivnosti antioksidativnih enzima primenom nativne gel-

elektroforeze 

U cilju vizuelizacije enzimske aktivnosti SOD, CAT i POD u proteinskim ekstraktima 

juvenilnih biljaka A. thaliana, kao i razdvajanja njihovih izoformi, koriġĺena je metoda nativne 

elektroforeze u poliakrilamidnom gelu (eng. Native PAGE) debljine 1,5 mm, primenom sistema za 

vertikalnu elektroforezu (Bio-Rad, Richmond, SAD) pri naponu od 120 V, u trajanju 1,5 h na 

temperaturi 4°C.  

Tabela 4. Sastav poliakrilamidnih gelova i pufera za nativnu elektroforezu (proizvoĽaļ svih hemikalija ï Serva 

Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Nemaļka)  

Poliakrilamidni gel za razdvajanje uzoraka 
Za 10 mL 

7 % 10 % 

Meġavina 30% akrilamida i 0,8% bisakrilamida 2,35 mL 3,35 mL 

1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 2,8 mL 2,8 mL 

Voda 4,8 mL 3,8 mL 

N,N,Nô,Nô-tetrametiletan-1,2-diamin (TEMED) 15 µL 15 µL 

10% amonijum-persulfat (APS) 30 µL 30 µL 

Poliakrilamidni gel za koncentrovanje uzoraka 5 % 

Meġavina 30% akrilamida i 0,8% bisakrilamida 1,66 mL 

1 M Tris, pH 8,0 1,94 mL 

Voda 6,36 mL 

N,N,Nô,Nô-tetrametiletan-1,2-diamin (TEMED) 15 µL 

10% amonijum-persulfat (APS) 30 µL 

Pufer za elektroforezu Za 1 L 

25 mM Tris-HCl 3,025 g 

192 mM glicin 14,375 g 

Voda do 1 L 

 



59 
 

Gel se sastojao od dva dela: 5% poliakrilamidni gel za koncentrovanje uzoraka (eng. stacking 

gel) i 7% (za CAT) ili 10% (za SOD i POD) poliakrilamidni gel za razdvajanje uzoraka (eng. 

separating gel) (Tabela 4). Pre nanoġenja na gelove, uzorci su pomeġani sa 5 ÕL pufera za uzorke 

(eng. sample buffer), koji je sadrģao 124 mM Tris-HCl (pH 6,8), 0,02% (w/v) bromfenol-plavu boju 

i 20% (v/v) glicerol.  

 

3.8.3.1. OdreĽivanje aktivnosti superoksid-dismutaza  

  

Izoenzimske forme SOD razdvojene su po modifikovanoj metodi Beauchamp i Fridovich 

(1971). Na gelove je naneto po 20 Õg proteinskog ekstrakta iz tri bioloġka ponavljanja za svaki 

tretman. Nakon zavrġene elektroforeze, gelovi su isprani dejonizovanom vodom, a zatim inkubirani 

u 100 mM kalijum-fosfatnom puferu (pH 7,8) koji je sadrģao inhibitore specifiļnih izoformi SOD. 

Kao kontrola koriġĺen je kalijum-fosfatni pufer, a za inhibiciju su koriġĺeni 1 mM KCN ili 5 mM 

H2O2 u trajanju od 30 minuta, u mraku. KCN je koriġĺen za inhibiciju CuZn-SOD, a H2O2 za inhibiciju 

CuZn-SOD i Fe-SOD izoformi. Gelovi su ponovo isprani dejonizovanom vodom, a zatim inkubirani 

u reagensu za bojenje (Tabela 5), u trajanju od 30 minuta u mraku. 

Tabela 5. Sastav reagensa za bojenje gelova pri elektroforetskom odreĽivanju aktivnosti superoksid-dismutaza 

Hemikalija  ProizvoĽaļ Za 100 mL  

Nitro-plavo tetrazolijum (NBT) Fisher Scientific 22 mg 

Riboflavin Sigma-Aldrich 3 mg 

250 mM EDTA Lachner 400 ɛL 

N,N,Nô,Nô-tetrametiletan-1,2-diamin (TEMED) Serva 20 ɛL 

100 mM kalijum-fosfatni pufer, pH 7,8 Lachner, Avantor do 100 mL 

 

Nakon inkubacije, gelovi su isprani dejonizovanom vodom i izloģeni sunļevoj svetlosti u cilju 

formiranja formazana, nerastvornog jedinjenja plavo-ljubiļaste boje. Nastanak formazana omoguĺen 

je reakcijom nitro-plavo tetrazolijuma (eng. nitroblue tetrazolium, NBT) sa O2
Å- prisutnim u gelu. 

Mesta na kojima je bila prisutna SOD bila su vidljiva kao bezbojne trake, usled njene enzimske 

aktivnosti kojom uklanja O2
Å- i time spreļava nastanak formazana. Gelovi su zatim premeġteni na 

plastiļnu foliju, na kojoj su fotografisani i skenirani. 

 

3.8.3.2. OdreĽivanje aktivnosti katalaza  

  

Vizuelizacija katalaza izvrġena je metodom Woodbury i sar. (1971). Na gelove je naneto po 

7 Õg proteinskog ekstrakta iz tri bioloġka ponavljanja za svaki tretman. Nakon zavrġene elektroforeze, 

gelovi su isprani dejonizovanom vodom, a zatim inkubirani u 0,01% H2O2 tokom 15 minuta na 

laboratorijskoj klackalici Mini Rocker MR-1 (Biosan, Riga, Letonija). Nakon ponovnog ispiranja 

dejonizovanom vodom, vrġeno je bojenje uz pomoĺ smeġe 2% rastvora K3Fe(CN)6 i 2% FeCl3, pri 

ļemu je formirano jedinjenje tamnoplavo-zelene boje poznato kao Pruski plavi kompleks 

Fe4[Fe(CN)6]3.
 Na mestima aktivne katalaze, uoļeno je obezbojavanje gela u vidu traka usled 
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razgradnje H2O2 od strane katalaze. Gelovi su zatim premeġteni na plastiļnu foliju, na kojoj su 

fotografisani i skenirani.  

 

3.8.3.3. OdreĽivanje aktivnosti peroksidaza  

  

Razdvajanje i vizuelizacija izoformi peroksidaza vrġeni su prema metodi koju je opisao Rothe 

(2002). Na gelove je naneto po 20 µg proteinskog ekstrakta iz tri bioloġka ponavljanja za svaki 

tretman. Nakon zavrġene elektroforeze, gelovi su isprani u 100 mM citratnom puferu (pH 4,0), a zatim 

inkubirani u rastvoru za bojenje koji je sadrģao citratni pufer, pirogalol i H2O2, do postizanja 

optimalne obojenosti (Tabela 6). 

Tabela 6. Rastvor za bojenje gelova 

Hemikalija  ProizvoĽaļ Koliļina za 100 mL rastvora 

100 mM citratni pufer pH 4,0 Carl Roth 97,9 mL 

Pirogalol (126,1 mg u 2 mL dejonizovane vode) Sigma-Aldrich 2 mL  

30% H2O2 Centrohem 114 µL  

 

 Nakon uspeġnog bojenja, gelovi su isprani dejonizovanom vodom dva puta i premeġteni na 

plastiļnu foliju, na kojoj su fotografisani i skenirani. Izoforme peroksidaza izdvojile su se u vidu 

crveno-braon traka usled reakcije izmeĽu H2O2 i pirogalola, koja je dovela do nastajanja 

purpurogalina. 

 

 

 

Polazeĺi od prethodno izloģenih rezultata koji su ukazali na znaļajno sniģenu aktivnost 

antioksidativnih enzima u juvenilnim biljkama A. thaliana na tretmanu floretinom, javila se potreba 

za utvrĽivanjem postojanja direktnog inhibitornog uticaja floretina na enzime ukljuļene u 

antioksidativni odgovor, pre svega katalaze i peroksidaze. U tu svrhu sprovedena je in vitro kinetiļka 

analiza katalitiļke aktivnosti odabranih komercijalno dostupnih i visoko preļiġĺenih enzima, katalaze 

iz goveĽe jetre (eng. catalase from bovine liver, CAT) i peroksidaze iz rena (eng. horseradish 

peroxidase, HRP) u prisustvu floretina kao potencijalnog inhibitora. 

Pored eksperimentalnog pristupa, realizovana je i in silico analiza mehanizama enzimske 

inhibicije koriġĺenjem molekularne doking analize (eng. molecular docking) i simulacije molekulske 

dinamike koja je dodatno produbila razumevanje interakcija izmeĽu enzima i floretina, pruģajuĺi uvid 

u moguĺe vezane poloģaje, stabilnost kompleksa i strukturne determinante inhibicije. 

 

 



61 
 

3.9.1. In vitro analiza enzimske inhibicije 

In vitro ispitivanje enzimske inhibicije sprovedeno je radi detaljne procene uticaja floretina 

na aktivnost CAT i HRP u strogo kontrolisanim uslovima. Ovakav pristup omoguĺio je odreĽivanje 

kinetiļkih parametara i klasifikaciju tipa inhibicije, kao i vizuelizaciju enzimske aktivnosti, ġto je od 

kljuļnog znaļaja za razumevanje mehanizma interakcije inhibitorïenzim. U nastavku je dat opis 

koriġĺenih eksperimentalnih metoda. 

 

 3.9.1.1. Spektrofotometrijski eseji za analizu enzimske aktivnosti 

 

Spektrofotometrijske analize koriġĺene su za praĺenje promene apsorbance tokom 

razlaganja/oksidacije supstrata (H2O2 ili gvajakola) u reakcijama katalitiļke aktivnosti CAT i HRP. 

Merenja su sprovedena na UVïVis spektrofotometru Agilent 8453 (Santa Clara, Kalifornija, SAD), 

pri ļemu je svako odreĽivanje realizovano u kvarcnim kivetama sa optiļkim putem od 1 cm. 

Reakcione smeġe pripremane su neposredno pre merenja, a apsorbanca je kontinuirano praĺena na 

talasnim duģinama karakteristiļnim za svaki od primenjenih eseja. Radni rastvori CAT i HRP 

pripremljeni su neposredno pre upotrebe rastvaranjem liofilizovanih enzima u 50 mM kalijum-

fosfatnom puferu do postizanja potrebne koncentracije, uz podeġavanje pH na 7,0 za CAT, odnosno 

6,0 za HRP. 

U sluļaju CAT, aktivnost enzima je odreĽena praĺenjem smanjenja apsorbance H2O2 pri 240 

nm, na osnovu modifikovane metode Aebi (1983), kako je detaljno opisano u poglavlju 3.8.2.4.2. 

Osnovna reakciona smeġa (1 mL) se sastojala od 50 mM kalijum-fosfatnog pufera (pH 7,0) koji je 

sadrģao 21 ÕL 3% (v/v) H2O2 (finalno 20 mM) kao supstrata. Reakcija je inicirana dodavanjem 10 

µL 1 µM rastvora katalaze iz goveĽe jetre (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Misuri, SAD, 2000 ï 5000 

units mg-1 proteina) (finalno 10 nM). Promena apsorbance je praĺena u realnom vremenu na svakih 

10 s, u trajanju od dva minuta.  

Aktivnost HRP je odreĽena praĺenjem poveĺanja apsorbance na 470 nm usled formiranja 

obojenog proizvoda tertragvajakola iz bezbojnog gvajakola u prisustvu H2O2, prema modifikovanoj 

metodi Hammerschmidt i sar. (1982) opisanoj u poglavlju 3.8.2.4.3. Osnovna reakciona smeġa (1 

mL) sastojala se od 50 mM kalijum-fosfatnog pufera (pH 6,0) sa 20 mM gvajakolom (supstratom) i 

10 µL 3% H2O2 (finalno 10 mM). Reakcija je inicirana dodavanjem 10 µL 1 µM peroksidaze rena 

(eng. horseradish peroxidase, HRP; Sigma-Aldrich, Saint Louis, Misuri, SAD, 156 U mg-1; finalno 

10 nM). Promena apsorbance je praĺena u realnom vremenu na svakih 10 s, u trajanju od tri minuta.  

Eksperimenti su izvedeni u optimalnim uslovima za aktivnost enzima (definisani pH i 

temperatura) kako je opisano u poglavlju 3.8.2.1. Merenja su izvedena u tri tehniļka ponavljanja za 

svaki uzorak. Srednja vrednost apsorbance za svaku vremensku taļku izraļunata je iz dobijenih 

tehniļkih ponavljanja i kao takva koriġĺena za konstrukciju grafika.  
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 3.9.1.2. Izbor rastvaraļa za pripremu matiļnog rastvora floretina 

 

U cilju izbora rastvaraļa za pripremu matiļnog rastvora floretina koji minimalno interferira 

sa spektrofotometrijskim esejima za CAT i HRP, ispitivan je efekat DMSO, 96% etanola, apsolutnog 

etanola i metanola. Ispitivani rastvaraļi dodavani su u odgovarajuĺe reakcione smeġe u zapremini od 

100 ÕL, dok je zapremina pufera podeġavana proporcionalno ukupnoj zapremini od 1 mL. Na osnovu 

analize kinetiļkih krivih koje prikazuju promenu apsorbance u funkciji vremena, apsolutni etanol je 

identifikovan kao najpovoljniji rastvaraļ, buduĺi da ispoljava najmanji inhibitorni efekat na aktivnost 

ispitivanih enzima i minimalno utiļe na kvalitet spektrofotometrijskih merenja. 

 

 3.9.1.3. OdreĽivanje srednje inhibitorne koncentracije floretina 

 

Srednja inhibitorna vrednost, definisana kao koncentracija inhibitora koja smanjuje enzimsku 

aktivnost za 50%, odreĽena je merenjem poļetne brzine reakcije (v) pri fiksnoj koncentraciji supstrata 

(10 mM H2O2 za CAT ili 20 mM gvajakola za HRP) i u prisustvu rastuĺih koncentracija floretina kao 

inhibitora. 

Matiļni rastvor floretina (10 mM) pripremljen je rastvaranjem ļiste supstance (Sigma-

Aldrich, Saint Louis, Misuri, SAD) u jednakim delovima apsolutnog etanola i 50 mM kalijum-

fosfatnog pufera (pH 7,0 za CAT i pH 6,0 za HRP spektrofotometrijski esej). Finalne koncentracije 

inhibitora (0-1000 ÕM) dobijene su dodavanjem odgovarajuĺih zapremina matiļnog rastvora 

floretina, pri ļemu je ukupna zapremina reakcione smeġe podeġena na 1 mL pomoĺu kalijum-

fosfatnog pufera. Radi potpunog neutralisanja efekta etanola na odvijanje katalitiļke reakcije, 

kontrola (reakciona smeġa bez floretina) i tretmani floretinom obogaĺeni su etanolom do zapremine 

od 50 ÕL, ġto odgovara zapremini etanola sadrģanog u tretmanu najviġom koncentracijom floretina 

(1000 ÕM). Sve pripreme izvrġene su neposredno pre izvoĽenja merenja kako bi se oļuvala stabilnost 

supstrata i inhibitora.  

Poļetna brzina reakcije odreĽena je spektrofotometrijski praĺenjem promene apsorbance 

tokom vremena na odgovarajuĺoj talasnoj duģini. Na osnovu izmerenih apsorbanci, izraļunate su 

vrednosti za preostalu aktivnost enzima nakon izlaganja inhibitoru (eng. residual enzyme activity, 

REA). Najpre su konstruisani grafici promene apsorbance u toku 1 min za svaku koncentraciju 

inhibitora, a zatim je na osnovu dobijenih jednaļina prave oļitana vrednost nagiba (eng. slope), koja 

predstavlja relativnu aktivnost enzima izraģenu kao ȹA min-1. Vrednost REA izraģena je kao odnos 

relativne enzimske aktivnosti u prisustvu i odsustvu inhibitora, i izraļunata na osnovu sledeĺe 

formule: 

gde je: 

slope i = nagib prave dobijen u reakciji sa inhibitorom 

slope k = nagib prave dobijen u reakciji bez inhibitora (kontrola) 

 

REA (%) = [Relativna aktivnost enzima u prisustvu inhibitora (slope i) / Relativna 

aktivnost enzima u odsustvu inhibitora (slope k)] × 100% 

(28) 
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Nakon izraļunavanja REA vrednosti, konstruisani su grafici zavisnosti REA od koncentracije 

inhibitora i izraļunate su IC50 vrednosti inhibitora u softveru GraphPad Prism 8 (Dotmatics, Boston, 

Masaļusets, SAD). 

 

 3.9.1.4. Analiza kinetike enzimske inhibicije  

 

Kinetiļka analiza enzimske aktivnosti CAT i HRP u prisustvu razliļitih koncentracija 

inhibitora, tj. floretina, sprovedena je radi odreĽivanja osnovnih kinetiļkih parametara koji precizno 

opisuju promene afiniteta enzima prema supstratu pri delovanju inhibitora, efikasnost katalitiļkog 

procesa, kao i specifiļan mehanizam interakcije izmeĽu inhibitora i slobodnog enzima (E) ili 

kompleksa enzimïsupstrat (ES). Za tu svrhu primenjen je standardni pristup zasnovan na konstrukciji 

MichaelisïMentenovog dijagrama, kao i LineweaverïBurkovog dvostruko reciproļnog prikaza.  

Koncentracije supstrata (H2O2 ili gvajakola) odabrane su tako da obuhvate opseg ispod i iznad 

oļekivane MichaelisïMentenove konstante (Km) za CAT i HRP, ļime se omoguĺava precizno 

odreĽivanje kinetiļkih parametara. Finalne koncentracije H2O2 iznosile su 5; 7,5; 10; 15; 20; 25 i 30 

mM, a koncentracije gvajakola 5; 7,5; 10; 15 i 20 mM. 

Za analizu kinetike inhibicije CAT odabrane su finalne koncentracije floretina od 0, 100, 200, 

250 i 300 µM. Kinetika inhibicije HRP analizirana je primenom floretina u finalnim koncentracijama 

od 0, 100, 200 i 400 ÕM. Sve pripreme izvrġene su neposredno pre izvoĽenja merenja kako bi se 

oļuvala stabilnost supstrata i inhibitora.  

Za svaku koncentraciju floretina, konstruisane su prave zavisnosti izmerenih apsorbanci u 

funkciji vremena, pri razliļitim koncentracijama supstrata, a poļetne brzine reakcije odreĽene su iz 

vrednosti nagiba linearnih dijagrama. Koriġĺenjem softvera GraphPad Prism 8, na osnovu dobijenih 

vrednosti poļetnih brzina reakcije, konstruisan je MichaelisïMentenov dijagram koji predstavlja 

zavisnost brzine reakcije od koncentracije supstrata za svaku koncentraciju inhibitora (Michaelis i 

Menten, 1913).  

 

gde je: 

v = brzina enzimske reakcije (ȹA min-1) 

Km = Michaelis-Mentenova konstanta 

Vmax = maksimalna brzina enzimske reakcije u odsustvu inhibitora 

[S] = koncentracija supstrata (mM) 

 

Kinetiļki parametri enzima (Km, Vmax, Ki, Kiǋ, Ŭ) odreĽeni su globalnim nelinearnim fitom u 

programu GraphPad Prism 8. Konstante inhibicije Ki i K iǋ predstavljaju ravnoteģne konstante 

vezivanja inhibitora za slobodan enzim (E), odnosno za enzimïsupstrat (ES) kompleks. Vrednost alfa 

v = (Vmax × [S]) / (Km + [S]) (29) 
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(Ŭ) predstavlja konstantu modela koja opisuje relativni afinitet inhibitora prema slobodnom enzimu i 

ES kompleksu i ne zavisi od koncentracije inhibitora. Definisana je kao odnos Kiǋ/Ki.  

U cilju odreĽivanja tipa inhibicije, dobijeni podaci su linearizovani koriġĺenjem Lineweaver-

Burkove jednaļine (dvostruki reciproļni prikaz) (Lineweaver i Burk, 1934): 

 

Grafiļkom analizom Lineweaver-Burkovih dijagrama za razliļite koncentracije floretina odreĽen je 

trend promene kinetiļkih parametara Km i Vmax , i kinetiļki model (tip inhibicije) na osnovu promena 

nagiba i vertikalnog/horizontalnog preseka linearnih dijagrama za razliļite koncentracije floretina. 

U cilju kvalitativne analize mehanizma inhibicije konstruisani su sekundarni plotovi u kojima je nagib 

(eng. slope) ili presek sa Y-osom (eng. Y intercept) Lineweaver-Burkove prave za svaku 

koncentraciju inhibitora prikazan kao funkcija koncentracije inhibitora [I].  

                                                                            

gde je: 

Slope = nagib Lineweaver-Burkove prave 

Y intercept = presek sa ordinatom Lineweaver-Burkove prave 

Km = Mihaelis-Mentenova konstanta 

Vmax = maksimalna brzina enzimske reakcije u odsustvu inhibitora 

Ŭi = faktor koji opisuje uticaj inhibitora na vezivanje supstrata za slobodan enzim 

Ŭi' = faktor koji opisuje uticaj inhibitora na katalitiļku aktivnost ES kompleksa 

 

Oblik i linearitet sekundarnih plotova koriġĺeni su za razlikovanje potpunog od parcijalnog 

tipa inhibicije, kao i za potvrdu izabranog kinetiļkog modela.  

 

 3.9.1.5. Vizuelizacija inhibicije enzimske aktivnosti CAT i HRP primenom 

nativne gel-elektroforeze 

  

U cilju vizuelizacije enzimske aktivnosti CAT i HRP u prisustvu floretina kao inhibitora, 

koriġĺena je metoda nativne elektroforeze na poliakrilamidnom gelu (Native PAGE) upotrebom 

eksperimentalnih procedura i aparature opisanih u poglavlju 3.8.2.4. 

 U pojedinaļne bunariĺe na gelu nanoġeno je po 1 ili 2 ɛg katalaze (1 µM) iz goveĽe jetre 

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Misuri, SAD, 2000 ï 5000 units mg-1 proteina) ili 10 µM peroksidaze 

rena (eng. horseradish peroxidase, HRP; Sigma-Aldrich, Saint Louis, Misuri, SAD, 156 U mg-1). 

Uzorci su pre nanoġenja na gelove pomeġani sa po 5 ÕL pufera za bojenje koji je sadrģao 124 mM 

1/v = Km/Vmax × 1/[S] + 1/Vmax (30) 

Slope = (Km / Vmax) × Ŭi (31) 

Y intercept = (1 / Vmax) × Ŭi' (32) 
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Tris-HCl (pH 6,8), 0,02% (w/v) bromfenol-plavu boju i 20% (v/v) glicerol. Elektroforeza je izvrġena 

pri voltaģi od 120 V, u trajanju od 1,5 h i na temperaturi od 4°C.  

Nakon elektroforetskog razdvajanja uzoraka, gelovi su temeljno isprani dejonizovanom 

vodom, a zatim inkubirani u odgovarajuĺim rastvorima sa dodatkom floretina. Za potrebe ispitivanja 

inhibicije CAT, koriġĺen je 0,01% (v/v) rastvor H2O2 sa dodatkom floretina u koncentracijama od 0, 

50, 250 i 500 ɛM, dok je za HRP upotrebljen 100 mM citratni pufer (pH 4,0) sa dodatkom floretina 

u koncentracijama od 0, 500, 1000 i 1500 ɛM. Matiļni rastvor floretina (10 mM) pripremljen je na 

isti naļin kao i za spektrofotometrijske analize, rastvaranjem ļiste supstance u jednakim delovima 

apsolutnog etanola i 50 mM kalijum-fosfatnog pufera (pH 7,0 za CAT ili pH 6,0 za HRP). Kontrolni 

tretman je sadrģao etanol u koncentracijama koje su odgovarale koncentracijama etanola u 

tretmanima floretinom (2,5 % i 5% za CAT, odnosno HRP esej). Nakon inkubacije u trajanju od 15 

minuta, gelovi su isprani dejonizovanom vodom, a zatim obojeni prema prethodno opisanim 

protokolima i potom dokumentovani. Eksperiment je izveden u tri tehniļka ponavljanja. 

 

 

3.9.2. In silico analiza enzimske inhibicije 

U cilju razumevanja molekulskih mehanizama koji leģe u osnovi inhibitornog efekta floretina 

na enzimsku aktivnost katalaze i peroksidaze, sprovedena su in silico istraģivanja koja pruģaju uvid 

u strukturne osnove interakcije floretina sa ovim enzimima. U tu svrhu sprovedene su analize, 

molekulskog dokinga i simulacije molekulske dinamike, koje su omoguĺile identifikaciju 

najpovoljnijih mesta vezivanja, karakterizaciju kljuļnih interakcija i analizu dinamiļkog ponaġanja 

kompleksa enzimïinhibitor. Primenjeni integrativni pristup omoguĺio je detaljan uvid u molekulske 

mehanizme inhibicije CAT i HRP floretinom i doprineo je boljem razumevanju odnosa izmeĽu 

strukture i funkcije u interakcijama enzimïfloretin. 

 

3.9.2.1. Molekulski doking 

3.9.2.1.1. Priprema proteina i liganda 

 

Trodimenzionalne strukture katalaze (PDB ID: 7VD9) i peroksidaze rena (PDB ID: 1HCH) 

preuzete su iz baze podataka Protein Data Bank (www.rcsb.org, 12.05.2024). Proteinske strukture 

pripremljene su uklanjanjem molekula vode, dodavanjem atoma vodonika i dodeljivanjem 

odgovarajuĺih protonacionih stanja na fizioloġkom pH (7,4). Struktura floretina je geometrijski 

optimizovana i dodeljena su joj odgovarajuĺa parcijalna naelektrisanja za doking proceduru. 

 

3.9.2.1.2. Blind docking pristup 

 

Primenjen je potpuno Ăslepiò (eng. blind) doking pristup kako bi se identifikovala 

najpovoljnija mesta vezivanja floretina na oba enzima bez prethodne pretpostavke ili pristrasnosti 

http://www.rcsb.org/
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prema odreĽenim regionima vezivanja. Ovaj pristup omoguĺava objektivno istraģivanje cele povrġine 

proteina u cilju pronalaģenja regiona sa najveĺim afinitetom za ligand. 

 

3.9.2.1.3. Softver i parametri za doking 

 

Za simulacije molekulskog dokinga koriġĺen je softver YASARA Structure (verzija 

20.12.24.W.64) koji koristi AutoDock Vina algoritam, poznat po efikasnosti i taļnosti u predviĽanju 

interakcija izmeĽu proteina i liganda (Trott i Olson, 2010; Land i Humble, 2018). Prostor pretrage 

definisan je kao Ăkutijaò (eng. box) sa dimenzijama dovoljno velikim da obuhvate celu strukturu 

proteina, ļime je omoguĺeno istraģivanje svih potencijalnih mesta vezivanja. Parametar iscrpnosti 

(eng. exhaustiveness) postavljen je na visoku vrednost (64) kako bi se obezbedilo iscrpno ispitivanje 

moguĺih konformacija vezivanja i poveĺala verovatnoĺa pronalaģenja optimalne pozicije vezivanja. 

 

3.9.2.1.4. Rangiranje i analiza rezultata 

 

Pozicije vezivanja rangirane su na osnovu vrednosti energije vezivanja izraļunate pomoĺu 

funkcije skoriranja AutoDock Vina algoritma. Ona uzima u obzir razliļite tipove interakcija 

ukljuļujuĺi van der Waalsove sile, vodoniļne veze, elektrostatiļke interakcije i efekte uklanjanja 

molekula rastvaraļa. Nakon rangiranja, izabrane su energetski najpovoljnije pozicije vezivanja za 

dalju analizu. Analizirane su vodoniļne i druge nekovalentne interakcije izmeĽu floretina i enzima 

radi razumevanja molekularne osnove vezivanja. 

 

 3.9.2.2. Simulacije molekulske dinamike 

3.9.2.2.1. Priprema sistema 

 

Kompleksi proteinïligand dobijeni iz doking analiza koriġĺeni su kao poļetne strukture za 

simulacije molekulske dinamike. Simulacije su sprovedene pomoĺu softvera YASARA (verzija 

20.12.24.W.64) uz primenu AMBER14 sila polja. Sistemi su pripremljeni na sledeĺi naļin: 

¶ Kompleks katalazaïfloretin  (Slika 10): Sistem je sadrģao jedan molekul proteina (498 

aminokiselinskih ostataka, 7 850 atoma), jedan molekul floretina (34 atoma), 103 Na  jona, 

100 Cl  jona i 35 973 molekula vode ï ukupno 116 006 atoma. 
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Slika 10. Kompleks katalaza-floretin 

 

¶ Kompleks peroksidazaïfloretin (Slika  11): Sistem je sadrģao jedan molekul proteina (306 

aminokiselinskih ostataka, 4 695 atoma), jedan molekul floretina (34 atoma), 54 Na  jona, 54 

Cl  jona i 19 410 molekula vode ï ukupno 63 067 atoma. 

 

 

Slika 11. Kompleks peroksidaza-floretin 
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Sistemi su solvatovani koriġĺenjem TIP3P (eng. transferable intermolecular potential 3-

point) modela vode, a dodati su i kontra-joni radi neutralizacije sistema i postizanja fizioloġke jonske 

jaļine. 

 

3.9.2.2.2. Parametri sila polja 

 

Za sve simulacije je koriġĺena AMBER14 sila polja. Parametri za proteine su preuzeti direktno 

iz AMBER14 baze, dok su za floretin parametri dodeljeni koriġĺenjem YASARA-inog AutoSMILES 

pristupa, koji ukljuļuje: 

¶ Dodelu pH-zavisnih frakcionih redova vezivanja i obrazaca protonacije 

¶ Identifikaciju poznatih molekula pomoĺu SMILES zapisa (eng. simplified molecular input 

line entry system) 

¶ Izraļunavanje AM1 (eng. Austin Model 1) Mull²kenovih taļkastih naelektrisanja uz 

geometrijsku optimizaciju i COSMO model rastvaranja 

¶ Dodelu AM1-BCC tipova atoma i veza 

¶ Korekciju naelektrisanja preko bond charge correction (BCC) metode 

¶ Dodatno poboljġanje naelektrisanja koriġĺenjem RESP (eng. restrained electrostatic 

potential) naelektrisanja sliļnih molekulskih fragmenata 

¶ Dodelu GAFF2 (eng. general AMBER force field 2) tipova atoma i preostalih parametara 

 

3.9.2.2.3. Protokol simulacije 

 

Simulacije molekulske dinamike su trajale ukupno 250 ns, pri ļemu je zabeleģeno 1000 

snimaka (otprilike jedan na svakih 0,25 ns). Simulacije su sprovedene pod sledeĺim uslovima: 

¶ Primena periodiļnih graniļnih uslova da bi se izbegli rubni efekti i simulirali uslovi 

beskonaļnog (eng. bulk) sistema  

¶ Odrģavanje temperature od 310 K (37ÁC) pomoĺu algoritma za termiļku kontrolu 

¶ Odrģavanje konstantnog pritiska pomoĺu algoritma Manometer barostata 

¶ Koriġĺenje viġestepenog algoritma sa korakom simulacije od 2,5 fs 

¶ Izraļunavanje dugodoseģnih elektrostatiļkih interakcija koriġĺenjem Particle Mesh Ewald 

(PME) metode 

¶ Izraļunavanje van der Waalsovih interakcija sa presekom od 8 ¡ 

Pre pokretanja glavnih simulacija, sistemi su prvo proġli minimizaciju energije radi uklanjanja 

steriļkih sudara, a zatim ekvilibraciju kako bi se omoguĺila pravilna solvatacija kompleksa i 

dostizanje ciljne temperature i pritiska. 
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3.9.2.2.4. Metode analize 

  

Trajektorije dobijene simulacijama analizirane su koriġĺenjem ugraĽenih alata softvera 

YASARA. Izvrġene su sledeĺe analize: 

¶ Ukupna potencijalna energija: Izraļunata je prema AMBER14 sila polja, ukljuļujuĺi 

doprinose iz energija veza, uglova, dijedara, planarnosti, van der Waalsovih i elektrostatiļkih 

interakcija. 

¶ Srednje kvadratno odstupanje (eng. root mean square deviation, RMSD): Raļunato je za 

glavni lanac (eng. backbone) proteina, CŬ atome, sve teġke atome i atome liganda radi procene 

stabilnosti strukture i doslednosti pozicije vezivanja. 

¶ Srednje kvadratno kolebanje (eng. root mean square fluctuation, RMSF): Raļunato po 

aminokiselinskom ostatku kako bi se identifikovali fleksibilni regioni proteina i ocenio uticaj 

vezivanja floretina na lokalnu fleksibilnost. 

¶ Radijus giracije (Rg): Raļunat je radi procene kompaktnosti proteinske strukture tokom 

simulacije. 

¶ Analiza vodoniļnih veza: Analizirane su vodoniļne veze izmeĽu floretina i enzima radi 

razumevanja stabilnosti i specifiļnosti interakcija. 

¶ Analiza povrġine: Izraļunate su van der Waalsove, molekulske i rastvorom pristupaļne 

povrġine kako bi se procenile potencijalne promene u ekspoziciji molekula floretina prema 

rastvaraļu. 

 

 

3.10.1. Prikupljanje i pripre ma uzoraka 

Semena A. thaliana su povrġinski sterilisana i podvrgnuta stratifikaciji, a zatim isklijavana u 

erlenmajerima sa po 20 mL teļne İMS hranljive podloge na orbitalnom ġejkeru, kako je opisano u 

poglavlju 3.1.3. Nakon 5 dana, u erlenmajere sa juvenilnim biljkama dodato je po 20 ÕL matiļnog 

rastvora floretina (0,5 M) radi postizanja finalne koncentracije od 500 µM, dok je kontrolnim 

juvenilnim biljkama dodat DMSO u finalnoj koncentraciji od 0,1% (v/v). Istovremeno su pripremljeni 

i erlenmajeri sa po 20 mL teļne İMS hranljive podloge u koje nisu dodata semena A. thaliana, a koji 

su tretirani na identiļan naļin kao i erlenmajeri sa semenima. Eksperiment je postavljen u tri bioloġka 

ponavljanja za svaki tretman (kontrolu i floretin).  

 

3.10.2. Spektrofotometrijska analiza 

Stabilnost floretina u teļnim İMS podlogama u kojima su gajene biljke A. thaliana, kao i u 

podlogama bez biljaka procenjena je primenom spektrofotometrijske analize. U tu svrhu, prikupljeni 

su uzorci (1 mL) nakon prvog i desetog dana tretmana floretinom ili DMSO. U sve hranljive podloge 

je neposredno pre analize dodat ļist metanol u odnosu (1:1) u cilju potpunog rastvaranja floretina.  
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Apsorbance uzoraka odreĽene su na spektrofotometru Agilent 8453 UV-visible 

spectrophotometer (Santa Clara, Kalifornija, SAD) na talasnoj duģini od 285 nm, koja odgovara 

literaturnoj vrednosti apsorpcionog maksimuma floretina. Poloģaj maksimuma apsorpcije potvrĽen 

je snimanjem apsorpcionog spektra rastvora floretina u metanolu (10 Õg mL ĭ) (pozitivna kontrola), 

dok je ļist metanol koriġĺen kao blank. Nakon toga analizirana je kontrolna hranljiva podloga bez 

dodatog floretina (negativna kontrola) kako bi se potvrdilo odsustvo karakteristiļnog maksimuma 

apsorpcije. Ova podloga je nadalje koriġĺena kao referentni rastvor (blank). Sva merenja su izvedena 

u tri tehniļka ponavljanja. U rezultatima su prikazani reprezentativni dijagrami apsorpcionih spektara 

ispitivanih hranljivih podloga. 

 

 

3.11.1. Gajenje juvenilnih biljaka i priprema metanolnih ekstrakata  

ObezbeĽen je biljni materijal kao ġto je navedeno u poglavlju 3.10.1. Pribliģno 250 mg sveģe 

mase juvenilnih biljaka uzorkovano je po jednom bioloġkom ponavljanju neposredno pre dodavanja 

floretina, odnosno DMSO (0 h), kao i nakon jednog, tri i deset dana od trenutka dodavanja ovih 

jedinjenja. Juvenilne biljke su temeljno isprane sterilnom dejonizovanom vodom, dok je viġak 

teļnosti uklonjen filter papirom. Biljni materijal je odmah zamrznut u teļnom azotu (Messer 

Tehnogas AD, Beograd, Srbija) i uskladiġten u laboratorijskom zamrzivaļu na -80oC (Nordic Lab 

ULT U250, Værløse, Danska) do dalje analize.  

Za potrebe metanolne ekstrakcije homogenizovan je zamrznut biljni materijal u teļnom azotu, 

a ekstrakti su pripremljeni dodavanjem ļistog metanola (Zorka Pharma, Hemija d.o.o., Ġabac, Srbija) 

u odnosu 1:5 (w:v) prema proceduri opisanoj u poglavlju 3.8.1.1.  

 

3.11.2. Kvantifikacija floretina i njegovih derivata primenom HPLC/MS 

analize 

 U cilju identifikacije i kvantifikacije floretina i njegovih derivata u metanolnim ekstraktima 

juvenilnih biljaka A. thaliana, primenjena je analiza visokoefikasnom teļnom hromatografijom sa 

masenim detektorom (eng. high performance liquid chromatography with mass spectrometry, 

HPLC/MS). Prethodno pripremljeni metanolni ekstrakti uzoraka profiltrirani su kroz membranski 

filter preļnika pora 0,22 Õm, a zatim injektovani u aparat. Vijale sa uzorcima su postavljene u Waters 

HPLC sistem, koji se sastoji od 1525 binarne pumpe, 1510 termostata (eng. thermostated column 

compartment) i 717+ ureĽaja za automatsko injektiranje (eng. autosampler), spregnutog sa masenim 

detektorom EMD 1000 sa jednostrukim kvadrupolom (eng. single quadrupole) (Waters, Milford, 

Masaļusets, SAD). Kao standardi koriġĺeni su metanolni rastvori floretina i florizina (1 mg : 1 mL) 

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Misuri, SAD). Za hromatografsko razdvajanje fenolnih jedinjenja 

koriġĺena je reverzno-fazna kolona Symmetry C-18 RP, dimenzija 150,0 Ĭ 4,6 mm sa preļnikom 

ļestica od 5 Õm (Waters, Milford, Masaļusets, SAD) povezana sa odgovarajuĺom pretkolonom (eng. 
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guard column). Hromatografsko eluiranje izvrġeno je brzinom protoka od 1 mL min-1 koriġĺenjem 

dve mobilne faze: 0,1% (v/v) mravlja kiselina (komponenta A) i acetonitril (komponenta B) u 

sledeĺem koncentracionom gradijentu: 0 min 10% (v/v) B; 0-20 min 10-22% (v/v) B; 20-40 min 22-

40% (v/v) B; 40-45 min 40-10% (v/v) B; 45-52,5 min 10% (v/v) B. U sastavu masenog 

spektrofotometra sa jednostrukim kvadrupolom nalazio se jonski izvor tipa elektrosprej jonizacije 

(eng. electrospray ionization, ESI). Temperatura isparivaļa je bila 120oC, dok je temperatura na vrhu 

kapilare bila 380oC, a protok gasa N2 500 L h-1. Jonski izvor je bio podeġen na sledeĺe vrednosti: 

napon na vrhu kapilare jonskog izvora (eng. capillary voltage) 3,0 kV, napon na konusu (eng. cone 

voltage) -35 V, vrednost ekstraktora (eng. extractor) 3,0 V, napon radio frekventnog (RF) soļiva 0,2 

V. Detekcija floretina i njegovih derivata izvrġena je u negativnom jonizacionom modu, u opsegu od 

100-1000 m/z. Floretin i florizin su identifikovani direktnim poreĽenjem sa spektrima standarda 

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Misuri, SAD), koji su odgovarali vrednostima od 273 m/z (floretin) i 

435 m/z (florizin) (m/z ï masa/naelektrisanje). Ukupna koliļina floretina i florizina kvantifikovana je 

metodom eksternog standarda, raļunanjem povrġina ispod pikova snimljenih injektiranjem poznatih 

koliļina standarda i izraģena je u jedinicama Õg g-1 FW. Vrednosti koeficijenta determinacije (R²) 

dobijenih iz kalibracionih krivih iznosile su 0,998930 za florizin i 0,997873 za floretin. Ostala 

jedinjenja su identifikovana na osnovu poreĽenja masenih spektara sa literaturnim podacima, bazama 

podataka i snimljenim spektrima za standarde koriġĺene u analizama. Usled nedostatka odgovarajuĺih 

standarda, sadrģaj trilobatina, acil-floretin-diglikozida i floretin-diglikozida je izraģen u 

mikrogramima ekvivalenta florizina po gramu sveģe mase (Õg Flz g-1 FW). Sliļno tome, sadrģaj 

floretin-2-O-malonil-heksozida izraģen je u mikrogramima ekvivalenta floretina po gramu sveģe 

mase (µg Flt g-1 FW). Obrada podataka i identifikacija pikova na hromatogramu izvrġena je u 

programu Waters Empower 2 (Waters, Milford, Masaļusets, SAD). 

 Strukturne formule floretina i njegovih derivata konstruisane su u programu Marvin 

(Chemaxon Ltd, Budapest, MaĽarska). Dobijeni podaci su obraĽeni koriġĺenjem jednofaktorijalne 

analize varijanse (ANOVA). Statistiļki znaļajne razlike izmeĽu srednjih vrednosti utvrĽene su 

Fiġerovim post-hoc testom najmanje znaļajne razlike (eng. Fisherôs least significant difference, LSD) 

na nivou znaļajnosti P < 0,05. Sve analize uraĽene su u programu Statistica (StatSoft Inc., SAD). 
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4. REZULTATI  

4.1.1. Analiza uticaja floretina na klijanje i morfoloġke parametre juvenilnih 

biljaka u kulturi in vitro u prisustvu saharoze i mio-inozitola 

Procena fitotoksiļnosti floretina kao potencijalnog kandidata za dizajniranje ekoloġki 

bezbednog bioherbicida zapoļeta je detaljnim ispitivanjem efekata ġirokog raspona koncentracija 

floretina na klijanje, rastenje, razviĺe i morfoloġke karakteristike juvenilnih biljaka model-vrste A. 

thaliana, gajenih u stabilnim i kontrolisanim uslovima in vitro kulture. 

 

 4.1.1.1. Uticaj floretina na klijanje semena 

 

Ispitivanjem klijavosti semena A. thaliana na hranljivim podlogama sa rastuĺim 

koncentracijama floretina (0 - 1500 ÕM) utvrĽeno je da floretin nema znaļajan uticaj na klijanje 

semena ove biljne vrste. Statistiļka analiza pokazala je da razlike u broju proklijalih semena izmeĽu 

tretmana floretinom i kontrolnih uzoraka u istim vremenskim taļkama nisu bile statistiļki znaļajne, 

odnosno da tretman floretinom nije znaļajno uticao na ukupan procenat proklijalih semena (Tabela 

7). Izuzetak je zabeleģen u tretmanu najniģom koncentracijom floretina (125 ÕM), u kojem je nakon 

pet dana tretmana uoļen blag porast klijavosti, ġto ukazuje na prolaznu stimulaciju klijanja. MeĽutim, 

u kasnijim vremenskim taļkama procenat klijanja nije se razlikovao u odnosu na kontrolu, niti u 

odnosu na tretmane sa viġim koncentracijama floretina, te se navedeni efekat moģe smatrati prolaznim 

i bez uticaja na konaļan udeo proklijalih semena. 

 

Tabela 7. Procenat proklijalih semena A. thaliana na hranljivim podlogama sa floretinom nakon 5, 10 i 15 

dana tretmana. Juvenilne biljke su gajene in vitro, u vertikalno postavljenim Petri-kutijama na ½MS hranljivim 

podlogama obogaĺenim 3% saharozom i 0,01% mio-inozitolom. U tabeli su prikazane srednje vrednosti sa 

standardnim greġkama (eng. standard error, SE) za svaki tretman. Ista slova oznaļavaju da razlike u 

procentima klijanja izmeĽu tretmana u istim vremenskim taļkama nisu statistiļki znaļajne na osnovu 

Fiġerovog testa najmanje znaļajne razlike (P < 0,05). Eksperiment je izveden u tri bioloġka ponavljanja sa po 

30 semena po tretmanu (n = 90). ½MS ï modifikovana Murashige i Skoog (1962) hranljiva podloga sa upola 

razblaģenim sadrģajem mineralnih soli i vitamina.  

Floretin  

(µM) 

Procenat proklijalih semena (%) ± SE 

5 dana 10 dana 15 dana 

0 70,0 ± 4,7ab 78,9 ± 3,5a 82,8 ± 3,6a 

125 77,8 ± 4,0b 83,3 ± 3,3a 86,7 ± 2,1a 

250 60,0 ± 5,5ab 72,2 ± 5,2a 76,7 ± 5,6a 

500 65,6 ± 5,0ab 74,4 ± 5,3a 75,0 ± 6,7a 

750 62,2 ± 2,2ab 71,1 ± 3,5a 76,7 ± 2,1a 

1000 63,3 ± 4,7ab 74,4 ± 4,4a 83,3 ± 4,9a 

1500 70,0 ± 6,3ab 80,0 ± 5,8a 83,3 ± 4,2a 
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U kontrolnim uslovima, kao i u svim tretmanima floretinom, zabeleģena je pojava asinhronog 

klijanja uprkos primeni postupka hladne stratifikacije u cilju prekidanja dormancije i ujednaļavanja 

klijanja. S obzirom na to da je manji broj semena klijao u kasnijim fazama eksperimenta, pri ļemu su 

takve juvenilne biljke pokazivale izraģeno kaġnjenje u razvoju u odnosu na sinhrono proklijale 

jedinke, radi obezbeĽivanja metodoloġke uporedivosti i pouzdanosti morfometrijskih analiza, u 

daljim ispitivanjima obuhvaĺene su iskljuļivo sinhrono proklijale juvenilne biljke u ranoj 

vegetativnoj fazi, odnosno one koje su proklijale u roku od pet dana od poļetka tretmana.  

 

 4.1.1.2. Uticaj floretina na izduģivanje primarnog korena 

 

Analiza fitotoksiļnog delovanja floretina in vitro ukazala je na izraģenu osetljivost  korenovog 

sistema juvenilnih biljaka A. thaliana na delovanje floretina, kako u pogledu izduģivanja primarnog 

korena, tako i u pogledu promena njegove morfologije i sposobnosti formiranja boļnih i adventivnih 

korenova.  

Vizuelnim pregledom kontrolnih juvenilnih biljaka utvrĽeno je da su korenovi bili zdravi, 

beliļaste boje i blago talasastog oblika, sa razgranatoġĺu koja je odgovarala oļekivanom izgledu 

korena za posmatrani razvojni stadijum juvenilnih biljaka (Slike 12-14). Kontrolni korenovi su se 

intenzivno izduģivali u uslovima in vitro kulture dostiģuĺi duģinu od 7,9 mm nakon 5 dana, 43 mm 

nakon 10 dana, odnosno 60 mm nakon 15 dana tretmana (Slika 15A).  

 

Slika 12.  Juvenilne biljke A. thaliana nakon 5 dana tretmana floretinom (0, 125, 250, 500, 750 i 1000 µM). 

Juvenilne biljke su gajene vertikalno u Petri-kutijama sa ļvrstim İMS hranljivim podlogama obogaĺenim 3% 

saharozom i 0,01% mio-inozitolom. Bar: 10 mm. 
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Za razliku od kontrolnih biljaka, kod juvenilnih biljaka gajenih na hranljivim podlogama sa 

floretinom u koncentracijama od 125 do 1500 ÕM, primeĺena je znaļajna dozno-zavisna inhibicija 

izduģivanja primarnog korena (Slika 15A). Tako je, na primer, na koncentraciji floretina od 500 µM, 

proseļna duģina primarnog korena iznosila 4,9 mm nakon 5 dana, 16,4 mm nakon 10 dana, odnosno 

23,6 mm nakon 15 dana tretmana, ġto pribliģno odgovara treĺini duģine korena kontrolnih juvenilnih 

biljaka iste starosti. Koncentracije floretina iznad 500 ÕM dodatno su usporavale izduģivanje 

primarnog korena ili su ga potpuno obustavile. Na najviġoj ispitivanoj koncentraciji floretina od 1500 

ÕM, proseļna duģina korena iznosila je 3,5 mm nakon 5 dana, 6,1 mm nakon 10 dana i 8 mm nakon 

15 dana tretmana. Inhibicija izduģivanja primarnog korena postajala je sve izraģenija ne samo sa 

porastom koncentracije floretina u podlogama, veĺ i sa trajanjem tretmana (Slika 15B). Maksimalna 

inhibicija izduģivanja primarnog korena od 86% je postignuta nakon 10 dana tretmana, na 

koncentraciji floretina od 1500 µM.  

 

Slika 13. Juvenilne biljke A. thaliana nakon 10 dana tretmana floretinom (0, 125, 250, 500, 750 i 1000 µM). 

Juvenilne biljke su gajene vertikalno u Petri kutijama sa ļvrstim İMS hranljivim podlogama obogaĺenim 3% 

saharozom i 0,01% mio-inozitolom. Bar: 10 mm. 

Procenat inhibicije od 50% (IC50 vrednost) ostvaren je na koncentraciji od pribliģno 400 ÕM 

nakon 10 dana tretmana. Na osnovu ove vrednosti, za radnu koncentraciju floretina odabrana je 

koncentracija od 500 ÕM, koja je primenjena u daljim histoloġkim, citoloġkim, fizioloġkim i 

biohemijskim analizama.  

Pored znaļajne inhibicije izduģivanja primarnog korena, nakon 10 dana tretmana na koncentracijama 

veĺim od 500 ÕM, primeĺena je i promena boje korenova iz bele u svetlo braon.  
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 4.1.1.3. Uticaj floretina na formiranje boļnih korenova 

 

Formiranje boļnih korenova kod juvenilnih biljaka A. thaliana je zapoļelo nakon 5 dana od 

izlaganja semena svetlosti. Kod kontrolnih juvenilnih biljaka, boļni korenovi su se najintenzivnije 

formirali u periodu od 10 do 15 dana, tako da je nakon 15 dana tretmana formiran u proseku 21 boļni 

koren po biljci (Slika 15C). U ovom vremenskom periodu ļesto je zapaģena i pojava sekundarnog 

grananja boļnih korenova. 

 

Slika 14.  Juvenilne biljke A. thaliana nakon 15 dana tretmana floretinom (0, 250, 500 i 1000 µM). Juvenilne 

biljke su gajene vertikalno u Petri kutijama na ļvrstim İMS hranljivim podlogama obogaĺenim 3% saharozom 

i 0,01% mio-inozitolom. Bar: 10 mm. 

Juvenilne biljke A. thaliana gajene na hranljivim podlogama sa floretinom formirale su manji 

broj boļnih korenova u poreĽenju sa kontrolnim (Slika 15C, D). Nakon 10 dana tretmana, na 

juvenilnim biljkama nije primeĺeno viġe od jednog do dva boļna korena, ļak ni pri niskim 

koncentracijama floretina. U ovoj vremenskoj taļki, srednji opseg koncentracija floretina je imao 

najizraģeniji negativni efekat na formiranje boļnih korenova. Petnaestog dana, juvenilne biljke na 

tretmanima sa niģim koncentracijama floretina formirale su u proseku izmeĽu osam i deset boļnih 

korenova, dok su na srednjim i visokim koncentracijama formirale od ļetiri do pet boļna korena, tj. 

pribliģno pet puta manji broj boļnih korenova u odnosu na kontrolu. Oļigledno, nepovoljni efekat 

visokih koncentracija bio je znatno izraģeniji pri duģem trajanju tretmana (15 dana).  
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Slika 15. Uticaj floretina na morfometrijske karakteristike juvenilnih biljaka A. thaliana gajenih na hranljivim 

podlogama sa saharozom i mio-inozitolom. Juvenilne biljke su gajene vertikalno u Petri kutijama na ½MS 

ļvrstim hranljivim podlogama sa floretinom (0-1500 µM), sa 3% saharozom i 0,01% mio-inozitolom. 

Vrednosti morfoloġkih parametara zabeleģene su 5, 10. i 15. dana tretmana. A ï Duģina primarnog korena; B 

ï Dozno-zavisne krive inhibicije izduģivanja primarnog korena; C ï Proseļan broj boļnih korenova; D ï 

Dozno-zavisne krive inhibicije broja boļnih korenova; E ï Procenat juvenilnih biljaka koje su formirale 

adventivne korenove; F ï Proseļan broj listova; G ï Duģina najduģeg lista; H ï Dozno-zavisne krive inhibicije 

izduģivanja izdanka. Histogrami predstavljaju srednje vrednosti sa standardnim greġkama (SE), a slova na 

graficima predstavljaju rezultat Fiġerovog testa najmanje znaļajne razlike (P < 0,05). Ista slova oznaļavaju da 

razlike u srednjim vrednostima tretmana nisu statistiļki znaļajne. Eksperiment je izveden u tri bioloġka 

ponavljanja sa po 30 semena po tretmanu (n=90). 
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 4.1.1.4. Uticaj floretina na formiranje adventivnih korenova 

 

Adventivni korenovi su bili jasno uoļljivi na hipokotilu juvenilnih biljaka, neposredno iznad 

baze primarnog korena i morfoloġki su se razlikovali od boļnih korenova. Iako je najveĺi broj 

adventivnih korenova razvijen u periodu od 10. do 15. dana tretmana, njihova pojava je bila priliļno 

neujednaļena ļak i na kontrolnim tretmanima. Neke kontrolne juvenilne biljke nisu uopġte razvijale 

adventivne korenove, dok su druge imale najļeġĺe jedan, a ponekad i nekoliko adventivnih korenova. 

Zbog navedenih variranja, kao najpouzdaniji parametar procene uticaja floretina na njihov razvoj, 

umesto proseļnog broja adventivnih korenova po biljci, koriġĺen je procenat biljaka koje su formirale 

adventivne korenove na svakoj od koncentracija floretina. Tako je kod kontrolnih juvenilnih biljaka, 

27% biljaka razvilo adventivne korenove nakon 10 dana, odnosno 82% biljaka nakon 15 dana 

tretmana (Slika 15E).  

Procenat juvenilnih biljaka sa adventivnim korenovima nakon 10 dana tretmana niskim 

koncentracijama floretina bio je neġto niģi nego kod kontrole i kretao se od 10% do 22%. Nasuprot 

tome, tretman visokim koncentracijama ispoljio je stimulativno delovanje, te je znatno veĺi procenat 

juvenilnih biljaka razvio adventivne korenove (44 - 60%) (Slika 15E). Nakon 15 dana tretmana, 

procenat juvenilnih biljaka sa adventivnim korenovima na tretmanima floretinom bio je znatno niģi 

nego na kontrolnom tretmanu. Na niģim koncentracijama floretina zabeleģeno je izmeĽu 48% i 69% 

takvih juvenilnih biljaka, dok je na visokim koncentracijama taj broj iznosio od 58% do 68% (Slika 

15E). Za razliku od primarnog korena, boja adventivnih korenova je bila bela ļak i na visokim 

koncentracijama floretina. 

Rezultati ukazuju da niske koncentracije floretina blago inhibiraju formiranje adventivnih 

korenova, dok visoke koncentracije u poļetnoj fazi tretmana deluju stimulativno. MeĽutim, nakon 

duģeg izlaganja, razlike izmeĽu tretmana i kontrole se smanjuju, ġto sugeriġe da efekat jedinjenja 

zavisi i od koncentracije, i od trajanja tretmana. 

 

 4.1.1.5. Uticaj floretina na rastenje i razviĺe izdanaka 

  

Analize fitotoksiļnog delovanja floretina ukazuju na znaļajnu osetljivost izdanaka juvenilnih 

biljaka A. thaliana na prisustvo ovog jedinjenja, pri ļemu je delovanje, kao i u sluļaju korena, bilo 

izraģenije na viġim koncentracijama floretina. 

Nakon 5 dana tretmana, izdanak kontrolnih juvenilnih biljaka ļinila su samo dva kotiledona, 

dok su pravi listovi bili u stadijumu pupoljka. Proseļna duģina kotiledona iznosila je oko 1,5 mm i 

nije se znaļajno razlikovala izmeĽu kontrole i tretmana. U periodu od 5. do 10. dana, kontrolne 

juvenilne biljke poļele su da razvijaju prave listove koji su u narednom periodu obrazovali lisnu 

rozetu. Petnaestog dana, lisnu rozetu saļinjavalo je od 7 do 8 krupnih, zelenih listova (Slika 15F) 

proseļne duģine 7,8 mm (Slika 15G).  

Juvenilne biljke gajene na hranljivim podlogama obogaĺenim floretinom su imale znatno 

sitnije rozete sa manjim brojem listova u poreĽenju sa kontrolnim tretmanom. Broj pravih listova u 

rozeti bio je znaļajno smanjen veĺ na tretmanima niģim koncentracijama floretina (Slike 15F). Na 

srednjim koncentracijama floretina, juvenilne biljke su razvijale u proseku po 5 listova u rozeti, dok 
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su na tretmanima sa visokim koncentracijama imale izmeĽu tri i ļetiri lista, ġto je pribliģno dva puta 

manji broj nego kod kontrolnih biljaka. TakoĽe, na izdancima su zapaģeni znakovi hloroze, posebno 

na tretmanima sa visokim koncentracijama floretina (Slike 13 i 14). 

Tretmani niģim koncentracijama floretina indukovali su blagu inhibiciju izduģivanja izdanka, 

dok su srednje i visoke koncentracije imale izraģeniji efekat (Slika 15G). Za razliku od duģine 

primarnog korena, kod koga je maksimalna inhibicija od 86% postignuta nakon 10, odnosno 15 dana 

tretmana 1500 ÕM floretinom, inhibicija izdanaka bila je znatno manje izraģena i iznosila je 30% 

nakon 10 dana, odnosno 54% nakon 15 dana tretmana najviġom koncentracijom floretina (Slika 

15H). Procenat inhibicije izduģivanja izdanka od 50% (IC50 vrednost) nakon 15 dana tretmana 

odgovarao je koncentraciji floretina od 1125 ÕM, ġto ukazuje na znatno slabiji inhibitorni uticaj 

floretina na izdanak u poreĽenju sa korenom juvenilnih biljaka.  

 

 

4.1.2. Analiza uticaja floretina na morfoloġke parametre juvenilnih biljaka u 

kulturi in vitro u odsustvu saharoze i mio-inozitola 

U cilju boljeg razumevanja delovanja floretina, a s obzirom na to da se ugljeni hidrati u 

zemljiġtu nalaze u minimalnim koliļinama i ne sluģe biljkama kao primarni izvor energije, 

sprovedena je analiza morfometrijskih parametara juvenilnih biljaka gajenih na hranljivim 

podlogama bez saharoze i mio-inozitola (BSIM). Cilj ovih istraģivanja je bio da se eliminiġe efekat 

koji suplementacija ugljenim hidratima moģe imati na preģivljavanje juvenilnih biljaka na tretmanu 

floretinom u standardnim in vitro uslovima.  

 

 4.1.2.1. Uticaj floretina na izduģivanje i morfoloġke karakteristike primarnog 

korena 

 

Analizom morfometrijskih parametara utvrĽeno je da je rastenje i razviĺe svih juvenilnih 

biljaka (kontrolnih i tretiranih floretinom) gajenih u odsustvu saharoze i mio-inozitola bilo znatno 

sporije u odnosu na biljke gajene na klasiļnim podlogama koje su sadrģale ove nutrijente (SIM). 

Fitotoksiļno delovanje floretina na biljke gajene na BSIM podlogama se odrazilo pre svega kroz 

inhibiciju rastenja i izduģivanja primarnog korena (Slika 16A, B). Duģina primarnog korena nakon 5 

dana se veoma malo razlikovala meĽu tretmanima razliļitim koncentracijama floretina, ali je bila 

znaļajno niģa u poreĽenju sa duģinom kontrolnih korenova (Slika 16A). Nakon 10 dana, proseļna 

duģina korena na tretmanu najniģom primenjenom koncentracijom floretina od 125 ÕM bila je duplo 

manja u poreĽenju sa kontrolom, dok je na tretmanu najviġom koncentracijom floretina od 1500 ÕM 

bila skoro 5 puta manja. Nakon 15 dana, razlike u proseļnoj duģini korena bile su joġ izraģenije. Tako 

je na tretmanu sa 125 ÕM floretinom proseļna duģina primarnog korena bila viġe nego duplo 

smanjena u odnosu na kontrolu, dok je tretman koncentracijom od 1500 µM doveo do skoro 

sedmostrukog smanjenja duģine primarnog korena (Slika 16A). 

Iako odsustvo saharoze i mio-inozitola u hranljivim podlogama nije uticalo na poveĺanje 

maksimalnog intenziteta inhibicije floretinom postignutog na 1500 ÕM, imalo je znaļajan uticaj na 

poveĺanje procenta inhibicije izduģivanja primarnog korena na svim ostalim koncentracijama 
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floretina, u svim ispitivanim vremenskim taļkama (Slika 16B) u poreĽenju sa podlogama sa 

saharozom i mio-inozitolom (Slika 15B). IC50 vrednost dostignuta je veĺ na koncentraciji od 125 ÕM 

nakon 10 i 15 dana, dok je ta vrednost bila znatno viġa na klasiļnim podlogama: 400 µM nakon 10 i 

375 µM nakon 15 dana. TakoĽe, plato maksimalnog delovanja u svim posmatranim vremenskim 

taļkama formiran je poļevġi od 500 ÕM koncentracije, za razliku od tretmana u prisustvu saharoze i 

mio-inozitola, gde je bio primetan stalan porast inhibicije sa poveĺanjem doze sve do postizanja 

maksimalnih vrednosti za datu vremensku taļku.  

 

4.1.2.2. Uticaj floretina na formiranje boļnih korenova 

 

Primordije boļnih korenova na BSIM podlogama poļele su da se razvijaju u sliļno vreme kao 

i kod SIM podloga tj. izmeĽu 5. i 10. dana od izlaganja svetlosti. MeĽutim, proseļan broj boļnih 

korenova kod kontrolnih juvenilnih biljaka zabeleģen desetog dana (8,3) bio je oko 2,5 puta manji 

nego na standardnim SIM podlogama (20,6). Neoļekivano, nakon 10 dana tretmana, zapaģena je 

znaļajna stimulacija razvoja boļnih korenova na svim koncentracijama floretina iznad 250 ÕM (Slika 

16C). MeĽutim, u narednih 5 dana, nove primordije su se manje intenzivno razvijale na tretmanima 

floretinom nego na kontroli, tako da je nakon 15 dana proseļan broj boļnih korenova na svim 

tretmanima floretinom bio manji nego kod kontrole u proseku za 40% (Slika 16D). Oļigledno je da 

je tretman floretinom izazvao prolaznu stimulaciju razvoja boļnih korenova, najverovatnije kao naļin 

prevazilaģenja inhibicije rastenja primarnog korena. Maksimalna inhibicija razvoja boļnih korenova 

od 56% postignuta je na koncentraciji od 250 µM nakon 15 dana tretmana, dok su srednje i visoke 

koncentracije bile manje inhibitorne. Moģemo zakljuļiti da je odsustvo saharoze i mio-inozitola u 

podlogama ublaģilo negativan efekat floretina na formiranje boļnih korenova. 

 

 4.1.2.3. Uticaj floretina na formiranje adventivnih korenova 

 

Odsustvo saharoze i mio-inozitola znatno je usporilo razvoj adventivnih korenova, tako da su 

se oni kod kontrolnih juvenilnih biljaka razvijali tek izmeĽu 10. i 15. dana od izlaganja svetlosti. Na 

svakom od tretmana, zabeleģen je manji procenat juvenilnih biljaka sa adventivnim korenovima u 

odnosu na SIM podlogu u istim vremenskim taļkama. MeĽutim, u BSIM uslovima, zapaģeno je 

znatno stimulativno delovanje floretina koje je bivalo sve intenzivnije sa porastom njegove 

koncentracije (Slika 16E). Tako je na podlozi sa 125 µM floretinom samo 1,7% juvenilnih biljaka 

razvilo adventivne korenove nakon 10 dana tretmana, dok se na floretinu u koncentraciji od 1500 µM 

uļestalost njihovog formiranja poveĺala na 49%. Nakon 15 dana, samo 12% kontrolnih juvenilnih 

biljaka razvilo je adventivne korenove, dok je takvih juvenilnih biljaka na tretmanu najviġom 

koncentracijom floretina (1500 ÕM) bilo ļak 66%. U poreĽenju sa tretmanom na SIM podlogama, 

postignuta je pravilnija distribucija adventivnih korenova, koja je bila dozno-zavisna. 
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Slika 16. Uticaj floretina na morfometrijske karakteristike juvenilnih biljaka A. thaliana gajenih na hranljivim 

podlogama bez saharoze i mio-inozitola. Juvenilne biljke su gajene vertikalno u Petri kutijama na İMS ļvrstim 

hranljivim podlogama sa floretinom (0-1500 ÕM). Vrednosti morfoloġkih parametara zabeleģene su nakon 5, 

10. i 15. dana tretmana. A ï Duģina primarnog korena; B ï Dozno-zavisne krive inhibicije izduģivanja 

primarnog korena; C ï Proseļan broj boļnih korenova; D ï Dozno-zavisne krive inhibicije broja boļnih 

korenova; E ï Procenat juvenilnih biljaka sa formiranim adventivnim korenovima; F ï Proseļan broj listova; 

G ï Duģina najduģeg lista; H ï Dozno-zavisne krive inhibicije izduģivanja izdanka. Histogrami predstavljaju 

srednje vrednosti sa standardnim greġkama (SE), a slova na graficima predstavljaju rezultat Fiġerovog testa 

najmanje znaļajne razlike (P < 0,05). Ista slova oznaļavaju da razlike u srednjim vrednostima tretmana nisu 

statistiļki znaļajne. Eksperiment je izveden u tri bioloġka ponavljanja sa po 30 semena po tretmanu (n=90).  
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 4.1.2.4. Uticaj floretina na rastenje i razviĺe izdanaka  

 

U skladu sa sporijim razvojem korenovog sistema na BSIM podlogama u odnosu na one sa 

saharozom i mio-inozitolom, zapaģen je i neġto sporiji razvoj izdanka. Na ovim podlogama, kao i na 

SIM, floretin je imao znaļajan uticaj na broj i duģinu listova u rozeti. Nakon 15 dana tretmana, 

kontrolne juvenilne biljke razvile su u proseku po ġest listova u rozeti, dok je kod tretiranih juvenilnih 

biljaka broj listova bio znaļajno manji. Na tretmanima srednjim i visokim koncentracijama floretina 

zabeleģeno je samo tri do ļetiri lista po rozeti (Slika 16F). Primeĺena je i blaga hloroza listova 

tretiranih juvenilnih biljaka na srednjim i viġim koncentracijama nakon 15 dana tretmana. 

Duģina listova juvenilnih biljaka, koji su gajeni na hranljivim podlogama sa floretinom, bila 

je znaļajno manja u odnosu na duģinu listova kontrolnih juvenilnih biljaka. Proseļna duģina listova 

kod kontrolnih juvenilnih biljaka iznosila je 3,7 mm, a na najviġoj ispitivanoj koncentraciji floretina 

(1500 µM) 2,7 mm (Slika 16G). U periodu od narednih 5 dana, duģina lista kod juvenilnih biljaka na 

tretmanu najviġom koncentracijom floretina poveĺala se samo za 1 mm, dok se kod kontrole poveĺala 

za 1,6 mm. Najizraģenija inhibicija izduģivanja izdanaka zabeleģena je nakon 15 dana tretmana 1500 

µM floretinom i iznosila je 30,4% (Slika 16H), ġto ukazuje na slabiji inhibitorni efekat floretina na 

BSIM u odnosu na isti tretman na SIM podlozi (Slika 15H; 54,2%, 15 dana, 1500 µM). 

 

 4.1.2.5. Uticaj produģenog tretmana floretinom na morfoloġke karakteristike 

juvenilnih biljaka 

 

Produģeni tretman floretinom (28 dana) izazvao je izraģenije promene kod biljaka A. thaliana 

u odnosu na tretmane kraĺeg trajanja (5,10 i 15 dana) (Slika 17). Koren, kao i izdanci kontrolnih 

jedinki, bili su dobro razvijeni i zdravi. Korenovi su bili bele boje, dugaļki i lepo razgranati sa 

vidljivim primarnim i sekundarnim boļnim korenovima.  

Listovi su se karakterisali intenzivnom zelenom bojom, za razliku od kotiledona koji su bili 

hlorotiļni i senescentni, ġto predstavlja deo normalnog razvoja juvenilnih biljaka. Nakon 28 dana 

gajenja u kulturi in vitro, na kontrolnim jedinkama bile su primetne i cvetne stabljike (Slika 17A). 

Nasuprot tome, jedinke tretirane floretinom imale su sitnije rozete sa hlorotiļnim kotiledonima i 

listovima, dok su korenovi bili svetlo braon boje ili potpuno nekrotiļni (Slika 17B-D). Broj 

hlorotiļnih listova poveĺavao se sa koncentracijom floretina u hranljivoj podlozi. Nakon 28 dana, 

samo nekoliko biljaka je preģivelo na viġim koncentracijama floretina (1000 ÕM i 1500 µM; Slika 

17D). 
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Slika 17. A. thaliana nakon 28 dana tretmana floretinom (produģeni tretman). Biljke su gajene vertikalno u 

Petri-kutijama na İMS ļvrstim hranljivim podlogama bez saharoze i mio-inozitola. A ï Kontrola; B ï Tretman 

250 µM floretinom; C ï Tretman 500 µM floretinom; D ï Tretman 1000 µM floretinom. Bar: 8 mm za (A), 4 

mm za (B), 2 mm za (C) i (D).  

 

4.1.3. Uticaj floretina na rastenje i prirast mase juvenilnih biljaka tretiranih 

posredstvom korena 

 Primena prirodnih fitotoksiļnih jedinjenja u cilju suzbijanja korovskih vrsta u praksi moģe 

biti sprovedena prskanjem ili putem irigacije, prilikom koje biljka stupa u kontakt sa aktivnom 

supstancom iskljuļivo preko korenovog sistema. U skladu sa tim, dizajniran je eksperiment u kome 

je praĺen efekat floretina usvojenog posredstvom korena, na morfoloġke karakteristike i prirast mase 

biljaka A. thaliana u uslovima in vitro. Eksperimentalni dizajn podrazumevao je gajenje juvenilnih 

biljaka na podlozi bez floretina u trajanju od sedam dana, a zatim njihovo prenoġenje na hranljive 

podloge sa floretinom (0, 250, 500 i 1000 ÕM) paģljivim zaranjanjem korena u podlogu, ļime je 

izbegnut direktan kontakt izdanka sa floretinom i moguĺnost njegovog usvajanja preko nadzemnih 

delova juvenilnih biljaka. Na ovaj naļin simuliran je proces tretmana biljaka putem irigacije, na naļin 

prikladan uslovima in vitro kulture, koji bi bio uporediv sa rezultatima prikupljenim iz prethodno 

opisanih in vitro eksperimenata.   
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Slika 18. Efekat floretina na A. thaliana nakon 28 dana tretmana posredstvom korena. Juvenilne biljke su 

gajene na İMS hranljivoj podlozi sedam dana, nakon ļega su prenesene na hranljivu podlogu obogaĺenu 

floretinom (0, 250, 500 i 1000 µM). A ï Kontrola; B ï Tretman 250 µM floretinom; C ï Tretman 500 µM 

floretinom; D ï Tretman 1000 µM floretinom. Bar: 10 mm. 

  

Vizuelnim pregledom i merenjem biljaka A. thaliana nakon 28 dana tretmana floretinom 

ustanovljeno je njegovo negativno delovanje na rastenje i razvoj, koje se ogledalo u veliļini, izgledu 

i masi kako korena, tako i nadzemnih delova biljke (Slike 18 i 19).  

 Najizraģenije promene uoļene su na korenovom sistemu biljaka izloģenih floretinu i 

manifestovale su se kroz skraĺenje duģine korena i promene njegove boje iz prirodno bele u ģuto-

braon nijanse. Ovi efekti bili su izraģeniji na podlogama sa viġim koncentracijama floretina (Slika 

18B-D). Merenjem mase korena potvrĽeno je njeno smanjenje pri svim koncentracijama floretina, 

dok je statistiļki znaļajna redukcija zabeleģena iskljuļivo pri najviġoj primenjenoj koncentraciji od 

1000 µM (Slika 9B). ô 

Tretman floretinom ispoljio je inhibitorni efekat i na izdanke, uprkos ļinjenici da oni nisu bili 

u direktnom kontaktu sa podlogom. U poreĽenju sa kontrolnim biljkama, tretirane jedinke imale su 

sitnije i svetlije obojene listove, kao i kraĺe cvetne stabljike (Slika 18). Kod kontrolnih biljaka uoļeno 

je boļno grananje stabljike, dok ova pojava nije bila prisutna kod biljaka izloģenih floretinu. 

Formiranje stabljika sa cvastima bilo je znaļajno usporeno (Slika 18A-C), dok je pri primeni floretina 

u koncentraciji od 1000 µM u potpunosti izostalo (Slika 18D). Sveģa masa izdanaka bila je statistiļki 

znaļajno smanjena pri svim primenjenim koncentracijama floretina, pri ļemu je intenzitet smanjenja 

pokazivao dozno-zavisan trend (Slika 19C). Uoļena redukcija mase, zajedno sa izraģenim 

morfoloġkim promenama izdanaka, ukazuje na to da floretin ostvaruje negativan uticaj na nadzemne 

delove biljke nezavisno od odsustva njihovog direktnog kontakta sa ovim jedinjenjem, ġto sugeriġe 

transport floretina iz korena u nadzemne delove biljke. 
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Slika 19. Efekat floretina na sveģu masu A. thaliana nakon 28 dana tretmana posredstvom korena. Juvenilne 

biljke su gajene na İMS hranljivoj podlozi 7 dana, nakon ļega su prenesene na hranljivu podlogu obogaĺenu 

floretinom (0, 250, 500 i 1000 µM). A ï Masa celih biljaka; B ï Masa korena; C ï Masa izdanka. Histogrami 

predstavljaju srednje vrednosti sa standardnim greġkama (SE), a slova na graficima predstavljaju rezultat 

Fiġerovog testa najmanje znaļajne razlike (P < 0,05). Ista slova oznaļavaju da razlike u srednjim vrednostima 

tretmana nisu statistiļki znaļajne. Eksperiment je postavljen u ļetiri bioloġka ponavljanja (teglice) po tretmanu 

(koncentraciji floretina) sa po pet juvenilnih biljaka (n=20). FW ï sveģa masa biljnog tkiva (eng. fresh weight). 

  

4.1.4. Uticaj floretina na gravitropski odgovor i indukciju razvojnih 

deformacija 

Tretman floretinom uzrokovao je brojne promene u morfologiji juvenilnih biljaka, pre svega 

pojavu razvojnih deformacija. Na osnovu izgleda korena i hipokotila, kao i poloģaja epikotila, uoļene 

deformacije klasifikovane su u ļetiri osnovne grupe: deformacije u vidu (i) talasa, (ii) petlje, (iii) 

latiniļnog slova ĂZò i (iv) inverzije. Juvenilne biljke sa deformacijama u vidu talasa imali su pravilno 

razvijen hipokotil i epikotil, dok su korenovi rasli pozitivno gravitropski formirajuĺi veliki broj sitnih 

talasa, dajuĺi korenu izgled Ăcik-cakò linije (Slika 20A).  

Za razliku od njih, kod juvenilnih biljaka sa deformacijama u obliku petlje i slova ĂZñ, 

hipokotil i koren izgubili su normalno gravitropsko ponaġanje i rasli su nepravilno, formirajuĺi oblik 

petlje ili latiniļnog slova ĂZò (Slika 20B, C). Kod nekih juvenilnih biljaka zabeleģene su deformacije 

tipa inverzije kod kojih su hipokotil, kotiledoni i epikotil rasli u suprotnom smeru od oļekivanog, 

odnosno pozitivno gravitropski (Slika 20D). U nekim sluļajevima uoļene su kombinacije viġe tipova 

deformacija, kao na primer inverzija i petlja (Slika 20E) ili inverzija i talas (Slika 20F).  
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Slika 20. Razvojne deformacije juvenilnih biljaka A. thaliana indukovane floretinom: A ï Talas, B ï Petlja, 

C ï Oblik slova ĂZò, D ï Inverzija, E ï Petlja i inverzija, F ï Talas i inverzija. Bar: 2 mm. Juvenilne biljke su 

gajene vertikalno u Petri kutijama na İMS hranljivim podlogama sa razliļitim koncentracijama floretina (125-

1500 µM). Bar: 1 mm. 

Deformacije juvenilnih biljaka postale su vidljive relativno brzo nakon klijanja semena. 

Uļestalost deformacija zavisila je od trajanja tretmana i koncentracije floretina (Slika 21). Tretman 

floretinom u srednjem opsegu koncentracija, pogotovu na 500 ÕM, indukovao je pojavu najveĺeg 

broja deformacija. Na tretmanima floretinom u koncentracijama od 125 do 500 ÕM najuļestalije su 

bile deformacije u obliku talasa, mada su se talasi javljali i na viġim koncentracijama, ali sporadiļno. 

U nekim sluļajevima, oblik deformacije menjao se tokom trajanja tretmana. Tako su ponekad 

deformacije u obliku latiniļnog slova ĂZò prelazile u talase, a inverzije u petlje.  
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Slika 21. Procenat juvenilnih biljaka A. thaliana sa deformacijama. Juvenilne biljke su gajene vertikalno u 

Petri-kutijama na İMS ļvrstim hranljivim podlogama sa floretinom (0-1500 µM). Prisustvo deformacija je 

zabeleģeno 5, 10. i 15. dana tretmana. Eksperiment je izveden u tri bioloġka ponavljanja sa po 30 semena po 

tretmanu (n=90).   

Pojava velikog broja deformacija veĺ u prvim danima razvoja juvenilnih biljaka ukazivala je 

na poremeĺaj gravitropskog odgovora ili ļak na njegov potpuni gubitak na tretmanima visokim 

koncentracijama floretina. Inhibicija uobiļajenog gravitropskog odgovora korena potvrĽena je i 

kvantifikovana merenjem vertikalnog gravitropskog indeksa korena (VGI) nakon 5 i 10 dana 

tretmana. Analizom je pokazano da je VGI juvenilnih biljaka bio znaļajno smanjen na svim 

koncentracijama floretina iznad 125 ɛM i da je imao dozno-zavisan opadajuĺi trend. Efekat je bio 

najizraģeniji na tretmanu sa 1500 ÕM floretinom, gde je zabeleģeno smanjenje VGI za 46,2%, 

odnosno 41,2% u poreĽenju sa kontrolom nakon 5 i 10 dana tretmana (Slika 22). 

 

Slika 22. Vertikalni gravitropski indeks (VGI) korena juvenilnih biljaka A. thaliana. Juvenilne biljke su gajene 

vertikalno u Petri-kutijama na İMS ļvrstim hranljivim podlogama sa floretinom (0-1500 ÕM). VGI je odreĽen 

5. i 10. dana tretmana. Histogrami predstavljaju srednje vrednosti VGI sa standardnim greġkama, a razliļita 

slova iznad stubiĺa oznaļavaju statistiļki znaļajne razlike izmeĽu tretmana prema Fiġerovom LSD testu (P < 

0,05). Eksperiment je izveden u tri bioloġka ponavljanja sa po 30 semena po tretmanu (n=90).   
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U cilju analize ranih dogaĽaja iniciranih prvim kontaktom korenovog sistema A. thaliana sa 

floretinom, kontinuirano su praĺene promene membranskog potencijala epidermalnih ĺelija u zreloj 

zoni primarnog korena nakon egzogene primene floretina. Nakon uspeġne penetracije mikroelektrode 

u epidermalnu ĺeliju korena, u roku od nekoliko minuta uspostavljen je stacionarni membranski 

potencijal sa proseļnom vrednoġĺu od ī118,65 Ñ 4,63 mV. Nakon toga, u sistem je uveden etanolni 

rastvaraļ (0,1 % (v/v)) kao kontrola. Na slici 23A prikazan je reprezentativni zapis koji ilustruje 

efekat primene etanolnog rastvaraļa, odnosno izostanak promene membranskog potencijala 

epidermalnih ĺelija korena. 

 Za razliku od kontrolnog tretmana, egzogena primena floretina u finalnim koncentracijama 

od 250 i 500 ÕM izazvala je naglu depolarizaciju membrane epidermalnih ĺelija korena u prvom 

minutu nakon uvoĽenja floretina (Slike 23B, C). Membranski potencijal se stabilizovao na pribliģno 

ī60 mV izmeĽu 12. i 17. minuta tretmana. Amplituda depolarizacije izazvane floretinom (ȹE) na 

tretmanu sa 500 ÕM (78,83 Ñ 12,35 mV) bila je za 40 % veĺa u odnosu na tretman sa 250 ÕM (47,14 

± 7,87 mV) (Slika 23D).  

 

Slika 23. Reprezentativni primeri originalnih zapisa promena membranskog potencijala ĺelija epidermisa zrele 

zone korena petodnevnih juvenilnih biljaka A. thaliana nakon egzogene aplikacije floretina u elektrofizioloġki 

rastvor oko korena (A ï Kontrola (0,1% etanol); B ï 250 µM floretin; C ï 500 µM floretin; D ï Proseļna 

vrednost amplituda depolarizacije (DE) membranskog potencijala sa standardnim greġkama (SE) pri 

tretmanima 250 i 500 µM floretinom. Membranski potencijal je meren kod pet juvenilnih biljaka za svaki 

tretman. Studentovim t-testom nije utvrĽena znaļajna razlika u proseļnim amplitudama depolarizacije izmeĽu 

tretmana 250 i 500 ÕM floretinom, na nivou znaļajnosti P < 0,05. 
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 Iako uoļena razlika u amplitudi depolarizacije izmeĽu pomenutih tretmana nije pokazala 

statistiļku znaļajnost, ovi rezultati potvrĽuju postojanje dozno-zavisnog efekta floretina na veliļinu 

promene membranskog potencijala epitela korena. Ova zapaģanja potvrĽuju da floretin veĺ pri prvom 

kontaktu ostvaruje snaģan fizioloġki efekat na korenov sistem, potencijalno delujuĺi kao rani okidaļ 

za naredne promene u rastenju i razviĺu juvenilnih biljaka. 

 

 

4.3.1. Uticaj floretina na histoloġku organizaciju primarnog korena  

U cilju evaluacije efekata floretina na histoloġku organizaciju korena juvenilnih biljaka, 

sprovedena je histoloġka analiza uzoraka zasnovana na primeni svetlosne mikroskopije nativnih 

preparata primarnog korena (bez fiksacije i histoloġkog bojenja). Na ovaj naļin analizirane su razlike 

u arhitekturi korena kontrolnih i juvenilnih biljaka gajenih na hranljivim podlogama sa 500 µM 

floretinom u trajanju od 5 i 10 dana. Posmatrane su sledeĺe zone korena: korenova kapa (eng. root 

cap, RC), meristemska zona (eng. meristematic zone, MZ) i elongaciona zona (eng. elongation zone, 

EZ).  

U kontrolnim (netretiranim) uzorcima, korenova kapa je ispoljila oļuvanu arhitekturu i jasnu 

zonalnu organizaciju (Slika 24A). Ĺelije kolumele su bile pravilnog, najļeġĺe izduģeno-prizmatiļnog 

oblika, uredno rasporeĽene u uzduģne redove, sa jasno izraģenim polaritetom i gustim sadrģajem 

amiloplasta, koji su lokalizovani preteģno u bazalnim delovima ĺelija. Amiloplasti su u ovim ĺelijama 

delovali kompaktnije, sa jasno diferenciranim skrobnim zrnima, ġto je ukazalo na njihovu aktivnu 

ulogu u gravitacionoj percepciji. Apikalna zona kape je sadrģala sloj odumiruĺih ĺelija koje su se 

ljuġtile sa bazalnih slojeva kolumele, doprinoseĺi formiranju sluzavog omotaļa na povrġini apeksa.  

Promene u izgledu i organizaciji korenove kape bile su posebno izraģene nakon 10 dana 

gajenja juvenilnih biljaka na podlogama sa floretinom (Slika 24B). Mikroskopska analiza uzoraka 

korena nakon tretmana floretinom je otkrila izraģene histoloġke i morfoloġke aberacije, koje su se 

najizraģenije manifestovale u zoni kolumele i apikalnom regionu kape. Ĺelije kolumele su bile 

znaļajno redukovanih dimenzija, sa naruġenom organizacijom i polaritetom. Bio je prisutan izraģen 

gubitak strukturne koherentnosti, dok su amiloplasti, koji su se u kontrolnim uzorcima jasno 

identifikovali i pravilno lokalizovali, u tretiranim primercima bili slabije izraģeni, difuzno 

rasporeĽeni i morfoloġki nediferencirani. Ove promene ukazuju na inhibiranu funkciju gravitacione 

percepcije i potencijalnu redistribuciju skroba unutar ĺelija kolumele. 

Najizraģenije promene uoļene su u apikalnom delu korenove kape, gde se jasno identifikuju 

viġeslojni kompleksi ĺelija koje pokazuju znakove napredne degeneracije (Slika 24B). Ove ĺelije su 

hipertrofirane, nepravilne morfologije i izraģene strukturne dezorganizacije, sa vidljivim gubitkom 

ĺelijskih kontura i meĽusobne povezanosti. Njihova separacija od bazalnih slojeva kolumele sugeriġe 

intenzivirane procese ĺelijske smrti, ġto ukazuje na ozbiljno naruġavanje integriteta ovog zaġtitno-

senzornog tkiva. Ukupno posmatrano, opisane morfoloġke promene impliciraju da tretman floretinom 

znaļajno interferira sa normalnom ontogenezom i funkcionalnom stabilnoġĺu korenove kape.  
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Slika 24. Uticaj floretina na histoloġku organizaciju apeksa korena juvenilnih biljaka A. thaliana. Juvenilne 

biljke su gajene vertikalno 10 dana na ½MS hranljivim podlogama bez (kontrola) ili sa dodatkom 500 µM 

floretina. A ï Kontrola; B ï Tretman floretinom. A ï amiloplasti; QC ï mirujuĺi centar (eng. quiscent center); 

RC ï korenova kapa (eng. root cap). Snimak je napravljen pod svetlosnim mikroskopom Axiovert (Carl Zeiss, 

Jena, Nemaļka). Bar: 25 µm. 

U kontrolnim juvenilnim biljkama, ĺelije meristemske zone korena su pravilnog oblika, 

meĽusobno ļvrsto povezane i jasno organizovane u kompaktan tkivni raspored. Uoļava se 

kontinualna organizacija od apikalne zone ka bazalnim delovima korena, ġto ukazuje na stabilnu 

ĺelijsku proliferaciju i diferencijaciju (Slika 24A). Nasuprot tome, u tretiranim uzorcima uoļavaju se 

znaļajne promene u morfologiji i rasporedu ĺelija. Ĺelije meristemske zone uoļljivo su krupnije, 

nepravilnog oblika i dezorganizovanog rasporeda sa smanjenom ĺelijskom kohezivnoġĺu (Slika 

24B).  

U elongacionoj zoni, ĺelije epidermisa i korteksa kod tretiranih biljaka izraģeno su 

hipertrofirane, ali istovremeno znaļajno kraĺe od onih u netretiranim uzorcima (Slika 25A). Dodatno, 

u pojedinim regionima beleģi se delimiļno odvajanje epidermalnih ĺelija od kortikalnog sloja, ġto je 

naroļito izraģeno u meristemskoj i elongacionoj zoni. Rezultati morfometrijske analize kod tretiranih 

biljaka potvrdili su znaļajno skraĺenje duģine meristemske i elongacione zone za 30%, odnosno 39% 

u odnosu na kontrolne juvenilne biljke (Slika 25B).  

Uoļeni stepen skraĺenja meristemske i elongacione zone, zajedno sa strukturnim oġteĺenjima 

epidermisa, ukazuje na izraģeno fitotoksiļno delovanje floretina na koren juvenilnih biljaka vrste A. 

thaliana, naroļito u zonama aktivne ĺelijske deobe i rastenja. 
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Slika 25. Uticaj floretina na histoloġku organizaciju korena juvenilnih biljaka A. thaliana. Juvenilne biljke su 

gajene vertikalno na ½MS hranljivim podlogama bez (kontrola) ili sa dodatkom 500 µM floretina. A ï 

Histoloġka organizacija primarnog korena juvenilnih biljaka A. thaliana nakon 10 dana tretmana (kontrola i 

floretin); bar: 50 µm. B ï Duģina zona primarnog korena nakon 5 dana tretmana. Histogrami predstavljaju 

srednje vrednosti duģine zona primarnog korena 20 juvenilnih biljaka iz dva nezavisna eksperimenta. Zvezdice 

oznaļavaju statistiļki znaļajne razlike pri P < 0,001 (***) na osnovu Studentovog t-testa nezavisnih uzoraka. 

RC ï korenova kapa, MZ ï meristemska zona, EZ ï zona izduģivanja. 

  

4.3.2. Uticaj floretina na veliļinu i distribuciju amiloplasta u ĺelijama 

kolumele  

Metodom bojenja skrobnih zrna Lugolovim reagensom i mikroskopskim pregledom vrhova 

korena juvenilnih biljaka A. thaliana, otkrivene su znaļajne razlike u veliļini i distribuciji amiloplasta 

u ĺelijama kolumele kontrolnih i juvenilnih biljaka tretiranih 500 ÕM floretinom nakon 10 dana 

tretmana. Korenova kapa juvenilnih biljaka iz kontrolne grupe odlikovala se izraģenom prisutnoġĺu 

velikog broja jasno vidljivih i morfoloġki razvijenih amiloplasta, koji su bili gusto rasporeĽeni unutar 

ĺelija kolumele. Uoļeni amiloplasti su krupni, sa jasno izraģenim skrobnim zrnima (Slika 26). Takva 

raspodela i izgled amiloplasta ukazuje na funkcionalnu zrelost ĺelija kolumele i oļuvanu percepciju 

gravitropskog stimulusa. 

Suprotno tome, kod juvenilnih biljaka tretiranih floretinom zapaģen je znaļajan kvalitativni i 

kvantitativni poremeĺaj u prisustvu amiloplasta. U ĺelijama kolumele juvenilnih biljaka tretiranih 

floretinom uoļava se znatno manji broj amiloplasta, sitnijih dimenzija i slabije razvijenih u poreĽenju 

sa onima u kontrolnim uzorcima.  

Ovakav poremeĺaj u distribuciji amiloplasta moģe se dovesti u vezu sa prethodno opisanim 

razvojnim deformacijama i inhibicijom gravitropskog odgovora kvantifikovanom preko smanjenja 

VGI (Poglavlje 4.1.4). 
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Slika 26. Uticaj floretina na veliļinu i distribuciju amiloplasta u ĺelijama kolumele korenove kape (eng. root 

cap, RC) juvenilnih biljaka A. thaliana. Juvenilne biljke su gajene vertikalno na ½MS hranljivim podlogama 

bez (kontrola) i sa dodatkom 500 µM floretina i obojene Lugolovim rastvorom nakon 10 dana tretmana. 

Ljubiļasto obojena skrobna zrna su vidljiva u ĺelijama kolumele. A ï amiloplasti. Bar: 50 µm. 

 

 

 

U cilju detekcije i analize efekata floretina na ultrastrukturu ĺelija fotosintetski aktivnog tkiva 

juvenilnih biljaka A. thaliana, koriġĺena je metoda transmisione elektronske mikroskopije (TEM) 

primenjena na uzorcima listova juvenilnih biljaka podvrgnutim tretmanu 500 µM floretinom u 

trajanju od 10 dana (kratkotrajni tretman) i 28 dana (produģeni tretman). 

  

4.4.1. Ultrastrukturne promene mezofilnih ĺelija nakon 10 dana tretmana 

floretinom 

Analizom preparata odseļaka listova kontrolnih juvenilnih biljaka A. thaliana starosti 10 

dana, utvrĽeno je da se mezofilne ĺelije odlikuju pravilnim oblikom i veliļinom. One poseduju 

krupnu, centralno postavljenu vakuolu i uoļljivo jedro smeġteno u blizini ĺelijskog zida, i koje je od 

njega odvojeno tanjim slojem citoplazme homogene granulacije. Uoļeni meĽuĺelijski prostori bili su 

standardnog oblika i dimenzija (Slika 27A). U kontrolnim ĺelijama uoļen je manji broj mitohondrija 

i brojni hloroplasti pravilnog, soļivastog oblika, pozicionirani duģ ĺelijske membrane. U 

hloroplastima su uoļena skrobna zrna, kao i odsustvo devijacija u strukturnoj organizaciji (Slika 

27B). Opisane ultrastrukturne karakteristike mezofilnih ĺelija kontrolnih listova odraģavaju oļuvanu 

morfoloġku organizaciju i fizioloġku stabilnost, i predstavljaju referentni model za analizu 

potencijalnih promena kod tretiranih uzoraka. 
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Slika 27. Efekat floretina na ultrastrukturu mezofilnih ĺelija juvenilnih biljaka A. thaliana nakon 10 dana 

tretmana. Klijanci su gajeni vertikalno 10 dana na ½MS hranljivim podlogama bez (kontrola) ili sa dodatkom 

500 µM floretina. Kontrola  (A i B): A ï Ĺelije pravilnog oblika sa krupnom vakuolom (V), jedrom (N) i 

normalnim meĽuĺelijskim prostorima (i); B ï Mitohondrije (M) i hloroplasti (Ch) pravilne strukture sa 

skrobnim zrnima (sg). Tretman floretinom (C-E): C ï Neravnomerno granulisana citoplazma (c) sa 

povrġinama nepravilnog oblika i smanjene gustine, hloroplasti (Ch) sa specifiļnim lezijama (l) i nepravilnom 

distribucijom tilakoida; D ï Hloroplasti (Ch) nepravilne strukture sa lezijama (l), koji su zajedno sa ostatkom 

protoplasta odvojeni od ĺelijskog zida; E ï Presek ksilema (Tr ï traheida). Prikazane su reprezentativne 

mikrografije iz tri nezavisna eksperimenta. Bar: 5 µm. 

Desetodnevni tretman 500 µM floretinom doveo je do izraģene promene u ultrastrukturi 

mezofilnih ĺelija juvenilnih biljaka A. thaliana. Centralni deo ĺelije zauzimala je krupna vakuola, dok 

je citoplazma, sliļno kao kod kontrolnih ĺelija, bila rasporeĽena duģ perifernog dela ĺelije. 

Citoplazma je ļesto ispoljavala neravnomernu granulaciju, pri ļemu su uoļavana podruļja visoke 

elektronske gustine, kao i regioni niske elektronske gustine rasporeĽeni u vidu nepravilno oblikovanih 

zona (Slika 27C). Kod brojnih ĺelija registrovano je odvajanje ļitavog protoplasta od ĺelijskog zida 

i njegovo povlaļenje ka centralnom delu ĺelije (Slika 27D). Hloroplasti su pokazivali nepravilnu 
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organizaciju tilakoida strome i grana, uz pojavu specifiļnih lezija (Slika 27C, D). Zapaģen je manji 

broj skrobnih zrna u odnosu na kontrolne ĺelije. Struktura ĺelijskog zida uglavnom je ostajala 

oļuvana. Za razliku od mezofilnih ĺelija, u elementima ksilema nisu zabeleģena oġteĺenja (Slika 

27E). 

Dobijeni rezultati jasno sugeriġu da tretman floretinom selektivno ugroģava funkcionalni 

integritet mezofilnih ĺelija, naruġavajuĺi organizaciju tilakoidnog sistema hloroplasta uz pojavu 

specifiļnih lezija, dok struktura ksilema ostaje nepromenjena, ukazujuĺi na diferencijalnu osetljivost 

tkiva. 

4.4.2. Ultrastrukturne promene mezofilnih ĺelija nakon 28 dana tretmana 

floretinom 

Analizom preparata odseļaka listova kontrolnih juvenilnih biljaka A. thaliana starosti 28 

dana, utvrĽeno je da su mezofilne ĺelije bile pravilnog oblika i strukture, sa nekoliko manjih vakuola 

(Slika 28A) ili dominantnom vakuolom u centralnom delu ĺelije (Slika 28B). Ravnomerno 

granulisana citoplazma najļeġĺe se uoļavala duģ ĺelijskog zida (Slika 28A, B), dok je u pojedinim 

sluļajevima bila smeġtena izmeĽu dve vakuole u vidu tanke citoplazmatske niti u centralnom delu 

ĺelije (Slika 28C). Ĺelije su najļeġĺe posedovale krupno jedro, sa uoļljivim jedarcetom, koje je bilo 

smeġteno u centralnom delu ĺelije (Slika 28A, D). Ponekad su se mogle uoļiti ĺelije sa jedrom 

smeġtenim u blizini ĺelijskog zida (Slika 28C). Hloroplasti soļivastog oblika sa sitnim skrobnim 

zrnima i pravilnom organizacijom tilakoida strome i grana, kao i mitohondrije normalne veliļine i 

izgleda, bili su smeġteni u blizini ĺelijske membrane (Slika 28A-D).  

Produģeno izlaganje floretinu u trajanju od 28 dana indukovalo je izraģene promene u 

ultrastrukturi mezofilnih ĺelija juvenilnih biljaka. Oblik i debljina ĺelijskog zida bili su znaļajno 

izmenjeni u smislu lokalnog istanjenja (Slika 28E) ili zadebljanja (Slika 28F), dok su se u nekim 

ĺelijama uoļavali naizmeniļno rasporeĽeni segmenti veĺe ili manje debljine, ġto je davalo ĺelijskom 

zidu testerasti izgled (Slika 28G). Na preparatima tretiranih uzoraka uoļene su ĺelije razliļitog 

stepena oġteĺenja. Neke od ĺelija bile su pro-apoptotiļne sa karakteristiļnim piknotiļkim jedrom i 

tankom zonom veoma kondenzovane citoplazme odvojene od ĺelijskog zida (Slika 28E). Kod teġko 

oġteĺenih ĺelija, organele su bile potpuno dezorganizovane i neprepoznatljive, dok su se u citoplazmi 

uoļavale mnogobrojne vezikule (Slika 28H). Skrobna zrna skoro nisu bila uoļljiva. U vakuolama 

pojedinih ĺelija, u blizini tonoplasta, izdvajale su se vezikule razliļitih veliļina koje su po 

karakteristikama odgovarale autofagiļnim telima (Slika 28I). Detaljnom analizom zakljuļeno je da 

se vezikule formiraju od invaginacija tonoplasta koje sadrģe citoplazmatski materijal, ġto ukazuje na 

proces mikroautofagije (Slika 28J, K). Krupnije vezikule ispunjene inkluzijama razliļite veliļine i/ili 

gustim multilamelarnim strukturama, a koje po strukturi odgovaraju autofagozomima, odnosno 

rezidualnim telima nalik mijelinu, ukazivale su na proces makroautofagije (Slika 28K, L ).  

Rezultati analize ultrastrukturnih karakteristika mezofilnih ĺelija ukazuju da se kumulativni 

efekat ovog dihidrohalkona, koji je na morfoloġkom nivou zabeleģen kod juvenilnih biljaka 

podvrgnutih produģenom tretmanu floretinom (Poglavlje 4.1.2.5), velikim delom zasniva na 

poremeĺajima ultrastrukture i funkcionalnog integriteta ĺelija mezofila. Pojava mikro- i 

makroautofagije, uoļena nakon produģenog tretmana, sugeriġe adaptivni odgovor ĺelija usmeren ka 

preģivljavanju u uslovima gladovanja, odnosno na hranljivim podlogama bez egzogeno dodate 

saharoze, kada je proces fotosinteze onemoguĺen usled oġteĺenja hloroplasta i fotosintetskog aparata. 
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Ovi nalazi potvrĽuju da je primarni cilj delovanja floretina fotosintetski sistem hloroplasta, a 

poslediļno i metaboliļka stabilnost mezofilnih ĺelija. 

 

Slika 28. Uticaj floretina na ultrastrukturu mezofilnih ĺelija juvenilnih biljaka A. thaliana nakon 28 dana 

tretmana. Juvenilne biljke su gajene vertikalno 28 dana na ½MS hranljivim podlogama bez (kontrola) ili sa 

dodatkom 500 µM floretina. Kontrola (A -D): A ï Ĺelije pravilnog oblika sa vakuolama (V), krupnim jedrom 

(N), jedarcetom (n), hloroplastima (Ch) sa skrobnim zrnima (sg) i mitohondijama (M); B ï Krupna vakuola 

(V) u sredini ĺelije, hloroplasti (Ch) sa skrobnim zrnima (sg); C ï Citoplazmatiļni konac (ct) izmeĽu dve 

vakuole (V), jedro (N) sa jedarcetom (n); D ï Jedro (N) sa jedarcetom (n) u centralnom delu ĺelije, vakuola 

(V), hloroplasti (Ch). Tretman floretinom  (E-L):  E ï Ekstremno tanak i izuvijan ĺelijski zid (cw); F ï Veoma 

zadebljan ĺelijski zid (cw); G ï Nazubljen ĺelijski zid (cw); H ï Citoplazma ispunjena brojnim vezikulama; I -

J ï Vakuole (V) ispunjene vezikulama razliļitih veliļina, koje podseĺaju na autofagiļna tela (a); vakuola (V), 

traheja (Tr); K-L  ï Veĺe vezikule koje podseĺaju na autofagozome (ap) i rezidualna tela nalik mijelinu (mb), 

kao i autofagiļna tela (a). Prikazane su reprezentativne mikrografije iz tri nezavisna eksperimenta. Bar: 2 µm 

osim za (H), (J) i (L) ï 1 µm. 
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Vizuelna pojava hloroze kod juvenilnih biljaka predstavlja jedan od najuoļljivijih simptoma 

poremeĺaja u funkciji fotosintetskog aparata, i ļesto je posledica strukturnih i biohemijskih promena 

unutar hloroplasta. Gubitak intenziteta zelene boje izdanaka moģe biti rezultat smanjenja 

koncentracije fotosintetskih pigmenata, prvenstveno hlorofila, ļija koliļina i meĽusobni odnos 

neposredno odraģavaju stanje i efikasnost fotosintetskog sistema. Promene na ultrastrukturnom 

nivou, poput dezorganizacije tilakoidnog sistema, dodatno upuĺuju na naruġavanje integriteta 

hloroplasta i gubitak fotosintetskih pigmenata. Stoga, analiza promena u koliļini hlorofila i 

karotenoida, kao kljuļnih komponenti fotosintetskog i antioksidativnog sistema, pruģa dragocene 

informacije o stepenu oġteĺenja fotosintetskog aparata i fizioloġkim mehanizmima adaptacije biljke 

na stresne uslove.  

Najizraģenije smanjenje koncentracije hlorofila a, u iznosu od 47%, zapaģeno je u izdancima 

juvenilnih biljaka nakon 5 dana tretmana 500 ÕM floretinom, dok je sniģenje koliļine ovog 

fotosintetskog pigmenta nakon 10 i 28 dana tretmana bilo neġto slabije izraģeno nego kod 

petodnevnih juvenilnih biljaka i iznosilo u proseku oko 30% (Slika 29A). Sniģenje koncentracije 

hlorofila b bilo je izraģenije od smanjenja koliļine hlorofila a u svim posmatranim vremenskim 

taļkama (Slika 29B). Nasuprot hlorofilu a, ļija je koncentracija bila u najveĺoj meri sniģena nakon 

pet dana tretmana, koliļina horofila b je najviġe redukovana nakon produģenog izlaganja floretinu u 

trajanju od 28 dana. U skladu sa dobijenim rezultatima, i smanjenje koncentracije ukupnih hlorofila 

bilo je statistiļki znaļajno i iznosilo je od 43 do 49%, u zavisnosti od trajanja tretmana (Slika 29C). 

Zapaģeno poveĺanje vrednosti odnosa hlorofila a i b nakon 10 i 28 dana tretmana (Slika 29D) 

potvrĽuje da je hlorofil b viġe osetljiv na tretman floretinom nego hlorofil a. 

Na kraĺim tretmanima floretinom (5 i 10 dana) nije bilo statistiļki znaļajnih promena 

koncentracije ukupnih karotenoida, dok se znaļajno poveĺanje javilo tek nakon 28 dana tretmana 

(19%) (Slika 29E). Odnos hlorofila i karotenoida bio je znaļajno smanjen u izdancima juvenilnih 

biljaka tretiranih floretinom u svim posmatranim vremenskim taļkama, pri ļemu je sniģenje u odnosu 

na kontrolu bilo veoma ujednaļeno (38% nakon petog i 35% desetog dana) (Slika 29F). U skladu sa 

analizama koncentracije pojedinaļnih pigmenata, smanjenje odnosa hlorofila i karotenoida bilo je 

najizraģenije nakon 28 dana tretmana, ġto nedvosmisleno ukazuje na oġteĺenje fotosintetskog aparata 

ĺelija i metabolizma fotosintetskih pigmenata izazvanih floretinom.  

Smanjenje koncentracije hlorofila, naroļito izraģeno kod hlorofila b nakon produģenog 

tretmana, u skladu je sa uoļenim ultrastrukturnim oġteĺenjima hloroplasta i predstavlja osnovni 

fizioloġki mehanizam koji dovodi do pojave hloroze listova. S obzirom na poznatu ulogu karotenoida 

kao neenzimske komponente antioksidativnog sistema kod biljaka, poveĺanje njihove koncentracije 

pri produģenom tretmanu ukazuje na naruġavanje integriteta fotosintetskog aparata i aktivaciju 

antioksidativnog odgovora. 
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Slika 29. Uticaj floretina na koncentraciju fotosintetskih pigmenata u izdancima juvenilnih biljaka A. thaliana. 

Juvenilne biljke su gajene na ½MS hranljivim podlogama bez (kontrola) i sa 500 µM floretinom u trajanju od 

5, 10 i 28 dana. A ï Koncentracija hlorofila a; B ï Koncentracija hlorofila b; C ï Koncentracija ukupnih 

hlorofila; D ï Odnos hlorofila a i b; E ï Koncentracija ukupnih karotenoida; F ï Odnos hlorofila i karotenoida. 

Histogrami predstavljaju srednje vrednosti Ñ standardne greġke (SE) tri bioloġka ponavljanja (uzorci iz tri 

nezavisna eksperimenta). Zvezdice oznaļavaju statistiļki znaļajne razlike pri *P < 0,05 i **P < 0,01 na osnovu 

Studentovog t-testa, dok brojevi iznad stubiĺa predstavljaju procenat poveĺanja (+)/smanjenja (-) koncentracije 

pigmenata u poreĽenju sa kontrolom. FW ï sveģa masa biljnog tkiva (eng. fresh weight). Konc. ï 

koncentracija. 

 

 

 

 


