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Efekat fl oretina kao potencijalnogl bi ol
I biljke Arabidopsis thalianalL.) Heynh.

Saget ak:

Primena sintetilkih herbicida u zagtit:.| us
rezistencije korova. Evropska wunija ulage zn
pronad agemngi vi h regenj a, kao ¢t o | Rezuitaii oweo | e

doktorske disertacije predstavljaju pionirski
i mehanizama njegovog delovanja kod meigke Arabidopsis thaliaa (L.) Heynh, u kontekstu
njegove potencijalne primene u razvoju bioherbicilaalize ukazuju na to dforetin deluje kao

mul ti modal ni inhibitor, indukujuli kaskadu mo
promena. Njegovo delovanje dbw at a narugavanje homeostaze
akumul aci jom i nepravilnom distribucijom u Vv
razvoja korenovog sistema, gubitka gravitrops
ogtel eikjterr et i funkcije hloroplasta wuzrokuje
Agl ad@vanjme se pokrelumagroaaspf angikjre i progrt
Fl oretin takolLe deluje i kao i ralazebperbkeidazegkkoz i v n
direktnu interakciju sa aktivnim centrom, odnosno NADP(H) regijom enzima, sa kojima ostvaruje
dugotrajne i stabilne interakcije putem vodon
se efikasno usvaja i iniciraranedeét si kaci one mehani zme putem int
transformige u konjugovane obli ke podlogne da
ukazuju na to da uprkos intenzivnom metabolizmu floretina, ovi procesi nisu dovoljni za efikasnu
neutralizaciju njegov&ghallanat ot oksi | nog del ovan

KI jul neauksingl @ pol ari zaci j a dhidrbhalkosilerzimskee inhibicija,n e ,
fitotoksilnost, glikozil aci j-dmakm auofagija, 9o @l e mjme
hloroplasta.

Naul na Riobgijast :

Uga naul rnFaiolagiabijakat :



The Effect of Phloretin as a Potential Bioherbicide on Physiological Processes in
the Model Plant ArabidopsisThaliana (L.) Heynh.

Abstract:

The use of synthetiberbicides 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 Idoctora
dissertation makes a pioneering contribution to understanding the phytotoxic potential of phloretin
and its mechanisms of action in the model pks@ibidopsis thaliangL.) Heynh, in the context of
its potential application in bioherbicide developmefihalyses 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 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 resedvetabolic starvation,
thereby triggering microand 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(Hbindingregion of the enzyme, forming stable and ldagting interactions via
hydrogen and hydrophobic bonds. Exogenously applied phloretin is efficiently absorbed within plant
tissues where initiates early detoxification responses through intensive glycosyagioimg
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 inA. thaliana.

Keywords: auxins,cell membrane depolarization, chloroplast damage, dihydrochalcones, enzyme
inhibition, glycosylation, gravitropism, growth inhibition, mieroand macroautophagy,
phytotoxicity.

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Plant physiology
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1.UVOD
1.1. IZAZOVI U SUZBIJANJU KOROVA

Gtetni wuticaj korovskih wvrstai hnakugrtiumoas (k
pirinal, kukuruz, Krompir, soja I pamuk) pred
proizvodnje (Oerke, 2006). Na primepur oi z v o d ny SeverpopAenarici @ze2013 2014.
godi ne, zabel egen | e akoravijenopti uz proceral daohi be2 He®tjskags | e
suzbijanja deficit bi o U éndiji, smanjenje3psiridsa pdBl erticaest e t <
korova je iznosilo: 36% za ki ki ri kiBeresgeisly, z a <
2023. Postojioko 30000 korovskih wvrsta rasprost8®njen
najinvazivnijih vrsta odgovorno za prosel|lno
poljoprivrednoj proizvodnji (Li I s aturapana 00 3)
vige nalina: kompeticijom za resurse kao gto
[ sar ., 2008) ; zatim direktnom inhibicijom
alelohemikalija (Klaic i sar., 2015), ili posrenin privlalenjem gtetolina
prenose sa korova na poljoprivredne kulture.
trogkove pripreme zemljigta za setvu il/ proc
najivedeo novl| ani hsesaetsmayakiuzdagiatu useva
najnovijim podacima gl obal no tr gi gt e h e-2024. godinkarrednostaotl 0 |
pribl i-39n,05 3mli | i j ar di do!l ar a, 45610 %s s vet s ket iplo
agrohemijskih sredstavMARC Group, 2023FA0, 2024; Grand View Researc?024).

Prema statistil|lkim procenama, u Srbiji |je
godi ne. U nar edni jmsnamenjé upatie herbicidd, pa ¢eltakonu®021. godini
potrogeno pribligno 875 tona, u 2022,202%9.0di ni
buduinostidaseromekaj @éerbicida bude jog manj a.

111 Pol et ak ere sintetil kihnaldggar bi ci da:

|l ndustrija sintetilkih herbicida pobSfinoxj e d
(natrijum-dinitrocresilat), prvi organski hemijski herbicid, razvijgnu Francuskoj 1933. godine
(Mesnage i sar., 2021; Chauvel isar., 9022 KorzZ a isswnz §iej anje girokol i :

gitarica, gragka, kukurwuza, | ana, belog i <c¢rn
godi nama XX veka, razvijeni SuUu novi herbicid
Drugog svetskog ratgVats, 2015). U periodu od narednih 20 godina formulisano je i

komercijalizovano preko 100 novih sinteti] kih

izdvajaju 2,4dihlorofenoksisitetna kiselina (2;4), 2,4,5trihlorofenoksisif etna kiselina (2,5 T),
2-metil-4-h | or of enoksi si r [ e-fenilazopkopilkarbaman (HC)((BEOFAL53] N
Holm i Johnson, 200 hauvel i sar., 20922,4D, 2,4,5T i MCPA spadaju u auksinske herbicide,

|l iji je mehanizam del privodnih puksina isosetanjy metabohzena avogi t i
vagnog fitohormona. Navedsehbl aphshnoskirohewbigec
24D j e prvi sintetisan auksinski herbicid, k o]
gt op sluj s k a Sigapis angnsié.y pepeljuga Chenopodium alburh . ) kravl j a

1



(Thlaspiarvensé . ) , miSteilaaakmiedig).aVill.j, boca Xanthium strumariurh.) i iva (lva
xanthiifoia Nut t . ) (Hol m i J o0 h n s oatrebi, 24D0 <N)i .j e U pori koo su sg
tretiranju svih korovskih vrsta podjednako. P
v i j WFgllap@a canvolvulugL.)A.L © v e ) Portulacaiofetaced.), kao i nedovoljna efikasnost

kod nekih drugitkorovskihvrsta (Holm i Johnson, 2009), dovela je do potrebe za sintetisanjem novih
herbicida. Takol eme inn ok edvag angaleunaeke, phokale suiosedjiyost

na tretmarsa2,4D ( Hol m i Johnson, 2 00 9) mdrugia puksmskio b | e
herbicida kao ¢t o-(4-klaro-talléks)Buternao kiselivas(M@PB)4mekoprop
(metil-hlorfenokstpropionska kiselina MCPP), dihlorprop (Z2,4-diklorfenoksi)propionska

kiseling 2,4-DP) i 2,4,5T i njihovim kombinovanjema 2,4D (Holm i Johnson, 2009).

Od sredine osamdeseti h godina XX veka, 00
modi fi kovane radi postizanja otpornost.i na s|
Bonny, 2016).U komercijalnoj proizvodnji,ova modifikacija je primenjena prvenstveno na
ekonomski naj znalajnijim ratarski@GhcheulaX(Lyr a ma,

Merr.), kukuruz Zea mays..), pamuk Gossypium hirsuturn.) i uljana repicaBrassica napus dok
suumanjojmerizmt upl j ene (Beta lumarisLa i lucezkp(Medicago sativa..). Tako
dobijeni genet i | ki pozanatidkao fusevotpovnama inerbwideg(endparbrcide
resistant cropsomoguili suefikasnu hemijsku kontrolu korova, jersumogiid pr e i ve na
tretiranim odgovarajim herbicidom poput glifosata, glufosina@monijuma ili dikambe Takvi

usevi su bili posebno znal aj ni za setvu bez p
kao dobro regenjezeaml jsipgted alwa@ajng eserjoavijea kac
zeml jigtu. M ena totlai o usevigahtevhjupdvdaonmu  pri menu si nt et |

(Bonny, 2016), ostaje diskutabilan nji loed ut.
toga, u ovakvim usevi ma rezistencijgBohny, 2016), pasjepoteelno r i z
primeniti vige razlilitih strategija za kontr

l.12Savr emeni pristupi kl asi fikaciji s

Klasifikacija savremenih sintei | ki h her ¢eiiczivhbai mo g en a osno
kriterjuma. Na osnovu selektivnosti, herbicidi su grupisani u dve grupe: totalne i selektivne

herbicide. Totalni herbici di del uju fitotoksi
nak i janj e, rastenje ili r Bazosriovuro rsfaom oo gokdiihe Lie na
osobina biljaka na koje deluju, herbicidi se mogu podeliti snedstvap r ot i v girok:
(di kotil edoni h) [ uskolisnih ( rfovamja, kherbicidil s2ed o n i

svrstavaju u kontaktne i sistemske (translokacione) herbicide. Kontaktni herbicidi (npr. dikvat (1,1
etlen2,2di pi ri di n) , -dinpetl-4 a-digiridinn) i bebtazand (Jizopropil}1H2,1,3

benzotiadiaziM(3H)on 2,2dioksid) ) se apsorbuju preko | istova i
sa kojima su direktno u kontaktu. Ovi her bi ci
korova. Sistemskihn er bi ci di , k a @minpl,4triazal), pkioran (4amino-36,68
trinloropiridin-2-karboksilna kiselina), 2:® i glufosinatamonijum, prodiru preko listova u
unutragnjost biljke sve do Kk o,mm.mzomiideldtvonigsgu h p o

protiv vigegodignjih kosiovaemamr@Gariijleni m9&®;r
2024).



U pogledu vremena primene, herbicidi se klasifikuju kao sredsija se primenjujyre
setve,posle setve are nicanjgeng.pre-emergencgili posle nicanja usevéeng.postemergence

Herbicidi kojis e pri menjuju pre setve (lesto uz inkor
klijanja i nicanj a, pre nego gto glavna kul tu
nakon setve, a pre nego gt o lijarsognakomnicanjaeusevaio k s
korova.Optimalno vreme primene herbicida direktno zavisi od biologije i tolerancije vrste koja se

uzgaja. Herbicidi koji se primenjuju pre setve
gde rana pojavakovoa mo ge ozbi Il jno da ugr o Herbicidikdiesd ni r
primenjuju pre setve ili nicanja igraju kljul

moge ozbiljno da ugroz.iOnpolset nie sutaasazipjanje kapag] ain i
kod kukur uza, |emetiskelfbalp sanm B0R0a Krahmégsar., 2021). Kod useva koji
tolerigu ranu konkurenciju korova, kao gto | e
nakon nicanjaréahmeri sa., 2021).

Prema najnovij o] kl asi fikaciji ( HRAC Gl oba
(eng.mode ofaction her bi cida: 1) oponaganje auksina; 2
fotosinteze preko fotosistema PSII; 4) inhibicijaetataktatsintaze; 5) inhibicija acetiCoA-
karboksilaze; 6) inhibicija sinteze celuloze; 7) inhibicija aktivnosti enzirdazbksiD-ksiluloze-5-
fosfatsintaze; 8) inhibicija aktivnosti dihidroorotdehidrogenaze; 9) inhibicija aktivnosti enzima
dihidropteroatsintaze; 10) inhibicija aktivnosti -B 0 s f o ¢likétbioksianiltransferaze; 11)
inhibicija tioesteraze masnih kiselina; 12) inhibicija glutassaionijumligaze; 13) inhibicija
homogentizasolanezitransferaze; 14) inhibicija-Aidroksifenilpiruvat-dioksigenaze; 15) inhibicija
zdrugivanja mikrotubul a; 16) i nhi bi eéspt@wazep r g an
18) inhibicija protoporfirinogeroksidaze; 19) inhibicija fosfoproteinske fosfataze; 20) inhibicija
solanezHdifosfatsintaze; 21) inhibicija sinteze masnih kiselina veoma dugog lanca; 22) inhibicija
kretanjaelektrona u fotosistemu PSI; 28)e k uplhgeubki . Vel ina pomenuti
mogsesvr stat. u jednu od sledelih ka2 mhbaorii j a
biosinteze pigmenata; 3) inhibitori biosinteze lipida; 4) inhibitori biosinteze aminokiselina; 5)

i nhi bitor.i deobe lTelija i 6) inhibitori aktiv
2024).

1.1.3.0gr ani | enj aprni npeonsel ediicteet i | ki h her
odrgivemoreglkinmi ma

Nekontrolisana wupotreba sintetil]lkih herbic
na ¢givotnu sredinu, kao i di r ekt aRranaBakthiyelas | e d
sar . (2023) nedostaci konvencionalnih her bic
zadrgavanje u givotnoj sr edi nizamena zastuplienihwista o s t
kor ova, toksilnost za wteicdidjj ama& oDdrgawnlijzenegi ne
gi votne sredine ukljulujuli terestrijRodatae i a
problem u poljoprivrednoj praksi predstavlja
strare proi zvolal a.

Usl ed neadekvatne zagt i priemenepsoilnjtoeptrii|lvkriend n h |
zabelegena je pojava ozbiljnih zdr avD tnvoegne hd ap
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dovede do tegke iritacijeralijoeurkogksilinol hi
upalu nervnih zavrgetaka (YaziTd jie staok s, i |2a0n2 4u

proguta ili apsorbuje kroz kogu, a moge da i z
herbicidi, kaa g tgldosat (BH(fosfonometil)glicin) mogu da imaju ozbiljne posledice po zdravlje
usl ed neadekvatne primene (iritacije koge i 0
i neurol ogke probleme) (Bradberry i sar., 200
Pored pomenutinfee k at a i zazvani h direktnim izl agan]j
upozoravaju na njihov globalni wuticaj na stan
proizvedenih od tretiranih poljoprivrednih kultura. Tako npr. herbicid-¥,4oji ima slabu
adsorbciju na | estice zemlddejgveana postgan frazdiossmm e v a

2024).Maksimalna dozvoljena koncentracija #)4u vodi za fie je 100 mg t, dok je za 2,48
30 mg ! (Guptai sar., 200@Pourataisar2 009) . U ocedni m v osdrezil& u S
pesticida k a o -fenplt difeniksulfid, 2liizabutittalats dibutitftalat, eikozan,
benzensulfonamin i benzenbutil ftalat (Adamov i sar., 2020), zatim atraziforl>-etil-N*-
izopropik1,3,5triazin-2,4-diamin),  terbutilazin  (R-tercbutil-6-hloro-N*-etil-1,3,5triazin-2,4-
diamin), linuron 3(3,4-dihloro-fenil)-1-metoksil-metilurea), prometrin (2netilaminc4-etiltio-6-
izopropilaminel,3,5triazin) i metolahlor (zhloro-N-(2-etil-6-metilfenil)-N-(1-metoksipropasL-

il )acetamid) (Meseldgija i sar ., 2014). Atr a:
sredine, narolito povrginskih i podzemnih vod
godinu dana (Brmgul RPD0OG&)Y.i mRPodat msoa, brojne stu
glifosata u ocednim vodama, kao i u izvori ma \
ga sadr ge, kao i nepotpune degradacije do an

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

Ef ekt sintetil|l kih herbicida prisutnih u g
dugorol ne posledice po zdravlje | judi, kao i I
Dugor ol ne uymulaclie2dd ceu afkor emel aj i u-Esténed pldpged n o m
Lépez, 2016), reproduktivnonG@rabrant i Philbert, 200Battanasupong i sar., 2004) i nervnom
sistemu Garabrant i Philbert,2002, genet i | ke aberaci | e t(olkaji maarnac:
(Garabrant i Philbert, 2002 i p o] a pomvekamcera@atabramtd Philbert, 2002p0mis i
sar ., 2015) . Kod I-DPuthoge gtlet se dgl edanjue raz4a
(Tanner i sar., 2009) i autizma (Roméan, 200.MMazi n i zaziva ogtelenja
tumora i hromozomskih aberacija (Bagulil Gti
i ndukovati mutacije kod prokariotskih i eukar

ogt el enj aspérgilds niglulapgEidaen) G. Winter (Benigni i sar., 1979).

Posl edice upotrebe herbicida su i masovno
Poznato je da su plele veoma osetljive nsa sin
(oko 71%) (Cullen i sar., 20 1-9pabazRdoneté&rmimosoliop a s
i kombinacije herbicida 26 sa MCPA | MCPP i h e r Boutic(budli9ma k a

hidroksifluoren9-karboksilat), joksindoktanoat ((4cijanc2,6-dijodfenil) oktanoat), dikamba (3,6

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

dihlorprop (2(2,4-diklorfenoksi)propionska kiselina), dikvat, parakvat, difenzokvat{in2etil-3,5

fenoksipirazadin metilsulfat), simazin (&loro-N,N'-dietil-1,3,5triazin-2,4-diamin) i amitrol (3

aminol,24t ri azol) (Givadinovil, 1999) . Gli fosat n

radilica, kognitivne i senzorne sposobnost. m
4



i sar ., 201970a MHevdlianwismrttidast ptica i S man

Direktno Izl aganj e her bi ci di ma-dinikoaNoN-dipyopiled- s u
(trifluorometil)anilin) i prometon (2netoksi4,6-bis(izopropilamino)l,3,5triazin) izazivap o v e [ a n
mortalitet ptica I smanjen procenat izl eganja

oluvanje diverziteta ugrogenih vrsta ptica.

Pored svega navedenggkontrola korova kojgpodrazumevarajnu upotrebus i nt et i | k
herbicidasaistm nd i ni ma ddovodi da pojpva rezistencije korovBlajnoviji podaci
ukazuju na postojanjed8) edi nstveni h sl ul ajeva rezistenci | e

biljne vrste i mehani zma del oYrazistenhe kbr@vskbdvrseei d a ,
(www.weedscience.ord6.07.202%). Korovi su razvili rezistenciju na 21 od ukupno 31 do sada
poznati h nalina del ovanj a,wwvwdeedssiana.oif®e07.2DH)8 r a z

Svegorsmavedene negativne pos| e ddvalesudpnedsporaen e S i
potrebe za razvojem ekol ogki p cagwajusesthategpeza a  z a

smanjenje upotrebe sintetil kiwhsthategijajdacmtaForki p e
strategijau okviru programduropean Green Dedkuropearunion.europa.gul4.8.202}), koja ima
za cilj smanjenje upotrebe pesti cvirdgai nzaa z5a0 % rd

poljoprivrednu proizvodnju do 25% ukupnieg po
zahteve u Evropskoj uniji da se smanji upotreba pesticida i podstakne organska poljoprivredna

proizvodnj a, kao i reafhivh patrzabavdomdl ekgv a
konstruisanje novih ekol ogki prihvatl jivih bi
tih ciljeva.

1.14.Bi oherbici di kao odr gi va alternat

suzbijanje korova

Sobziomnamoge probleme koji su posledica nesa
[ usl ed same toksi|nost:i navedeni h hemikalij a
korova. Kalifornijski entomolog i ap &romftea dra oH
godine (Smith, 1919) . Ov aj termin se u pol etk

protiv gtetnih insekata, da bi se kaStanbgrge pr o
sar., 202). Prema definicijAme r ialgkeenci j e za zagtitu ¢givotone s
pored navedenog, obuhvata i primenu biohemikalija produkovanih u biljkama i mikroorganizmima
(www.epa.goy24.8.2025)

Bioherbicidi tradicionalno obuhvataj gi ve or gani z me, talnije n
produkteli uUklIneulawjod i te koje ovi organi z mi pr
(Hynes i Boyetchko, 2006). Prvi bioherbicid je sintetisan i registrovan 1981. godine u SAD, sa
komerciplnim nazivom DeVing, a njegov glavni sastojdile suhlamidospore gljivéhytophthora
palmivoraButler, koja se koristila u borbi protiv korovske vrsferrenia odorata(Hook. & Arn.)

Lindl. u zasadima <citrusa ( BmpgenGhrmeeta cingulatarr . |,
(Stoneman) Spauld. & H. Schrenkb r aj a melLu prve mi kroorgani zme
(Klaic i sar., 2015). Melu prvi M bk ojhierjbeé cdadr

ove gljive i koristio se za suzhipje sitnolisnog slezaMalva pusillaSm.) (Boyetchko i sar., 2002).
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MelLuti m,
gl avna r a
200 3; Ash

ograni | en o dépovezageisaniasovnom proizvodnjuliasudva p ot e

zl oga

koj a

su sprel

aval a

bazirana na mikroorganizmima (Cheng i Cheng, 2015). Do 2016. gbiinge registrovano samo

13 bioher

bicida,

porekla (Cordeau i sar., 2016).

Pr ema

(CHs3(CHz);COzH, n-nonanska kiselina

me L u

k onmeisa, j al i
: 2010) .registravane mat s kdmoir dii @ther bi ci da

kbaj marjebdketwveti i &gkog

podaci ma Ameril ke agenci j e za zagt

je prva aktivna materizaa bi

formulaciju prirodnog herbicidgwww.epa.goy 24.8.2025%. Pel argonil na kise
izolovana iz listova biljkd?elargoniumx roseumEhrh. i ona je prepoznata ka

borbu protiv korova,
godine (www.epa.goy 24.8.2025) Godine 1994p r i j av Il j en a
pror el i v danajteenaticna ednost jabukk @KkliamsplB94)s e
pel argonil ne

sredstva
Danas, up
drvenast.

un apr ferthaacie prrodnih herbicida na bazi etarsh

kojeinj e t oks
z a
otreba

h biljaka,

no

za | jude

(Ciriminna

j e

upotreba

K i

seline i

ma

gir

f

C

-

Akarezi san.,02921, BR6).nY skorijé vreme suv n j

ul j a,

tako da

j e

takvih preparata (Verdeguer i sar., 2020)Tabeli 1 prikazanisuregistrovani bioherbicidi na bazi
aktivnih supstanci iz biljaka.

u

Tabela 1 Registrovani bioherbidi na bazi aktivnih supstanci biljnog porekla, prema Verdeguer i sar. (2020),
Islam i sar. (2024), Shaffer (2025) i Shif (2025). NP nema podataka.

Naziv proizvoda Ze’T‘”a .. Goglma .. | Aktivha supstanca Ciljani korovi
registracije | registracije
sirietna
summerset R\ ,q ) 2010 limunska kiselina + bel razni korovi
Down Herbicide
luk
ﬁ;{lzr:gerWeed USA 2005 70%d-limonen razni korovi
girokolisn
AXXE® USA 2014 amonijumnonanoat korovi, mahovine i
i gaji
Evropa 22,9% ulie limunoe Jacobaea vulgarig
Barrier H ' 2015 trave  Cymbopogor] 1
Japan, USA Gaertn.
pan. nardus(L.) Rendle) ( )
: mrka algaAscophyllum . .
BioW A 2021 . k
ioWeed us 0 nodosurL.) Le Jolis razni korovi
. Novi : ol kol i
Bioweed™ ovt 2001 10% ulje b|d'roxobtsn
Zeland korovi
Blackberry &1 g 2011 limunska kiselina kupina, - drvenaste
Brush Block gbunaste v



http://www.epa.gov/
http://www.epa.gov/

limunska kiselina + uljq

Burnout® USA 2016 . . | razni korovi
karanfil il
C-Cide USA NP 5% limunska kiselina | razni korovi
EcoSharp* USA 2006 sirietna k|raznikorovi
eugenol + 2-fenetil
EcoSmart® USA 2009 propionat + natrijum| razni korovi
lauretsulfat
GreenMatch USA 2014 55%d-limonen razni korovi
0 . :
GreenMatch EX | USA 2008 50% ulje  limunove razni korovi
trave
Katan& USA 2016 pel argoni | glr.okollsn
korovi
Matran® EC USA 2010 ulje karan|{girokoli sn
50% ul j e
Matratec USA 2020 (Syzygium aromaticur| razni korovi
(L.) Merrill & Perry)
Cichorium intybusL.,
NaturCur USA 2009 ekstrakt c;rnog orah{ Portulaca oleraced..,
(Juglans nigra..) Ipomoea purpuredl.)
Roth
Scythe® USA 1997 pel a.r g oni | razni korovi
masne kiseline
Vinagreen USA 2019 sirietna k|raznikorovi
Weed Pharm USA NP sirietna k|raznikorovi
Weed Slayer Malezija 2017 6% eugenol razni korovi
ekstrakt Solanum
WeedLock Malezija 2017 habrochaites S.Knapp| razni korovi

& D.M.Spooner




45% ulje kmal:. giro
Weedzap USA NP 45% ulje cimeta uskolisni korovi
U industriji herbicida postoje i sinteti]
njihovom hemijskom obradom. Takav je, na primer, komercijalni herbicid cinmetilin, koji je analog
prirodnom fitotoksnkobm,jadonkenyenljd i razvi

Shell Chemical¢Grayson i sar., 1987). Mehanizam delovanjar@tilina je zasnovan na inhibiciji
acil-ACP tioesteraze i biosinteze masnih kiselina u biljnim tkivima (Campe i sar., 2018).

Tri ketonski her bici di su derivat.i prirodn
biljkama iz f ami |su CalisteMgnrcitrinus(€uatis) Skedsaleptogpermum
scopariumJ. R. Forst. & G. Forst (Knudsen i sar., 2000). Triketongkerbicidi inhibiraju 4
hidroksifenilpiruvatd i ok si genazu, enzim koji i gra kI juln
tokoferola (vitamina Efptosintgskog aparaiavi blataze (dagan dsars t a b
2007).

1.1.5.Halkoni kao molekulska osnova za razvoj bioherbicida

Fitotoksilni potencij al hal kona je privuk:é
i st r a franwhalkopaal,difenil-2-propenl-ona). Chen i sar. (2004, 2005) su pokazali da
trans-halkon intenzivno inhibira sienje izdanaka i korena kod 20 zeljastih vrsta biljaka. Ubrzo
nakon toga, Yun i sar . (2009) su sugerisal:@ (
lignina, 4kumaratkoenzim A ligaza, potencijalna meta halkona u procesu inhibicije rastenja.
Rezultati Chen i sar. (2011) su ukazali da je inhibicija rasteelgskih kultura soje Glycine max
(L.) Merr.) indukovandrans-halkonom, i da je povezana sa inhibicijom biosinteze lignina. Jedinjenje
trans-halkon je negativno uticao i na rastenje kor&h@mnacaArabidopsis thalianaL.) Heynh.
Primenatransh al kona u koncentraciji od 12,5 mM je r
30% u porelenju sa ktemhaotkom, idbkbjeadb20akmpi4
(DiazTielas i sar.2012).

Tretman kijanaca\. thalianasa 25 mMtranshalkonom doveged o z nal aj nog st

gustine korenovih dlalica. Takole, primenjeni
amil opl asti ma, gt o se odr azi Apikalne menistemsideljev i t r o
korenaA. thalianatretirane sa halkonoma srednjoj inhibitornoj koncentracifilCso = 35 mM),

posedovalessuk ar akteri stilne Imailkeke mmwiopndijakaneul| u
kondenzaciju, dezintegraciju orgda i fragmentaciju hromatina (Didzi el as i sar ., 2C
jeuticajtransh al kona i na razvi |l eA thaliahganjegovi ebeltiisyvarirab d r a s

u zavisnosti od toga da li je primenjen putem zalivanja ili prskanja {D&las i sar., 2014).

Efektitransh a | k o n a suinadiugimkmmvrstama Tako j e zabel ege
halkonskog jedinjenja na inhibiciju klijanja semena kod uskolisne bokRieatago lanceolatd..)
I salate (actuca sativaL.), kaoiranoragtnj e kor ena kod Koaranthusk i h
retroflexusL.), velikog muharakchinochloa crugyalli (L.) P.Beauv.)i P. lanceolataDiazTielas
i sar., 2014). Tretmatransh al konom j e takolLe negativno utic
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primer, A. thaliang A. retroflexusi p g dnticumaestivunrL . ) su pokazale iz
listova tokom tretmanarans-halkonom (DiaZTielas i sar., 2012, 2014). Progresivha hloroza
izdanakaA. thalianaj e povezana s alajimauastruktjrirfinkoiji osoplasta éve
promene su pralene znal aj nom ak enguehctive bygenmm r e :
speciesROS) , degradacijom pigmenat a, poremel aj em
[ elijske smrti (DiazTielas i sar., 2017 Anal i za transkriptoma je uka:
gena transkripcioni faktori, kao i geni povezani sa oksidativhim stresom, detoksikacijom
ksenobiotika, biosintezom abscisinske kiselieag( abscisic acigd ABA) i auksina, kao i geni

ukl juliemar nue pmet abol il ke procese. Rezultat.i u
mehani z mi i maju znal aj nu utranstalkonom (Didzfielag osary b i |
2019). KEGG (engKyoto Encyclopedia of Genes and Genonaeslizom je pokaano da su efekti

transhal kona spregnuti sa mehanizmi ma odbrane od

metabolizam glutationa i prenos hormonskih signala, kao i sa metabolizmom aminokiselina, sumpora
i fenil propanoi da. nGanje i protaakoing, whradum iproteima iffunkcikuc i o

peroksizoma su takolLe bildi d itrbne-halkomami (PiaZlliela e k s
i sar., 2019).

Znalajnu fitotoksil|lnost pokazali su sintet
zavisila od vrste i pol ogaja supstituenata na
osetl jivost. ciljne biljne vrste il:i t ki va. C
derivat a, melLu koj ismea Kk aer abkitoe rhiaglek otni olfdefn,i Ik ogjrii
fenoksisif etne kiseline na prstenu B. Ovaj halkon se pokazao superiornim u pogledu inhibicije
klijanja semena i r a s tAmargntous kricolonL. pinEa awsgalli. P b o j n
n aj vprintewjgnoj koncentraciji od 1600 mM, halkon 14f je u potpunosti inhibirao klijanje semena
A.tricolori  znal ajno smanjio klijavost semena (42%)

kod E. crus-galli.

Perera i sar. (2019) su naveli nekoliko deavatirodnih halkona izolovanih iz ekstrakta
pustinjske vrsteAmbrosia salsolgTorr. & A. Gray) Strother & B. G. Baldwin, koji ispoljavaju

umer eni fitotoksil ni efekat. Tako su bkemnasal s
paucicostataHegelm.ex Engelm). , dok sal sol ol C i bal anohal ko
aktivnost.

Pokazano je da su derivati halkon@ Nj, 3 Nyendahigraksindlkon 12 Nj, -3 Nj, 4 N
trihidroksihalkon, méni inhibitori fosfoenolpiruvak ar boksi | az e, k iksadiju | nog
ugl jeni ka i produkciju biomase u C4 fotosinte
rodovaAmaranthud.., SetariaP. Beauv.,Digitaria Haller, EchinochloaP. Beauv. kao i kod vrsta
divljeg sirka Sorghum halepengk.) Pers.)Paspdum dilatatumPoir. i Abutilon theophrastMedik.

( Nguyen i sar., 2016). Oba pomenuta hal konska
uticaja na uljanu repiclBfassica napus.), koja pripada C3 tipu biljaka (Nguyen i sar., 2016).



1.2. FLORETIN

Floretin (3(4-hidroksifenil}1-(2,4,6trihidroksifenil)propanl-on) je fenolno jedinjenje
halkonske strukture koje pripada grupi dihidrohalkona. Halkoni i dihidrohalkoni su sekundarni
met abol iti biljaka koje kawnaldtver iagreo matt ri U kntau rp:
povezandJ ,-nfezadienim karbonilnim mostom od tri atoma ugljenik®lika 1). Ovaj jedinstveni
strukturni okvir daje halkonima visok stepen
svrstava metmedijeadl@eui bt esi ntezi razli | itih
( Dz i MBeckeai sar., 204). Do sada je identifikovano preko 250 aglikonagilxozida halkona
u fitohemijskom profilu vrsta iz 5aihfalaikadl i j e
neki h monokotiledonih vrsta, paprat. i gol os e
nal aze u sastavu guti h c v éeuahiaChv.)gdoreppridni&osamosk od
Cav. (Giannasi, 1972; Crawford i Stuessy81B) , [ k o d Raeosid t@llioklexStapf@gX o s u
Stern, b a ¢ tDeantlsuk caryophyllud.)n Aeschynafthus parvifoliug. Br. i Asystasia
gangetica(L.) T. Ander son (Harborne, 1966) . Biljke ko
(Glycyrrhiza glabral.), kavakava Piper methysticun.For st . ) , k Boesemsbkrgia L u m!
rotunda (L.) Mansf.) i Lophira alata Banks ex C.F. Gaertn., dugi niz godina se koriste kao
tradicional ni | ekovi za razl il i;isaisang20l2;cAbwis k e
sar., 2013; Ajiboye i sar., 2014).

Halkon Dihidrohalkon

Slika 1. Strukturne formule halkona i dihidrohalkona.

Di hidrohal koni predstavljaju izdvojenu gru
dvostruke veze iz melub-pozgiiy okviri karbowiindy mestSikad). n a
Specifilan prirodan izvor dihi deluMi] kaoakHij ptrefp
domd u jabuku Malus x domestic§{ Suckow) Bor kh. ) M pdrmilaMili, 8. vr st
sylvestris (L.) Mill., M. doumeri(Bois) A. Chev., M. sieversii(Ledeb.) M.Roem.,M. sieboldii
Rehder M. toringoides(Rehder) Hughes M. trilobata (Labill. ex Poir.) C.K. Schneid. (Hunter i
Hull, 1993; Gokmen i sar., 2003; Leu i sar., 2006; Wang i 8a0.,2 0 , 2023) . U | i st
j abuke, di hi dr e©lve4 kudkruip nloignes aldakja9 @ fenol ni h |
Dugé de Bernoville i sar., 2011).
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Floretin Slika 2A) predstavlja osnovni dihidrohalkon (aglikon) iz kojeg se procesom

glikozi | aci je formiraju razliliti gl i kozil ovani
mestima vezivanja ugljenohidratnih supstituen
roda Malus s u : f 1l or i z-D-b-D-glukokid), rsehoidim( f 2 Njr e-di-O4glukozidj, 2 N;j
trilobatin (floretin4 -W}b-D-glukozid) i floretin2 -Nfksilozil glukozid.

Florizin (Slika2B) j e pr vi identifikovan i ujedno naea
418% suve mase |istovaodgmali e pabuke20MBkul Zao:
se takolLe nalaze u korenu, stablu i kori drve
(De Koninck, 1835). KIljulni korak u biosintez
katalizuje floretin uridirdifosfatg | i kozi | t ransferaza (Zhou [ S @
rasprostranjenostii, florizin slugi Maapkakil j ul r
odrelivanja fil ogenet s ki hodiamiljeiMaladgae ¢Addasard isdr.j h o
2005) . TakolLe, florizin se koristi [ kao pouz

prisustva ekstr akt alnipsdokoddFerinéadenide Simanis#@d avi ni v

Florizin je prisutanu r agovi ma kod drugi h vrsta iz fa
(Fragaria x ananassg Duchesne ex Weston) DuchesneRosmx RoO:
caninal.) (Hvattum, 2002). Prisustvo floretina u tragovima je detektovano i u vrstama iggami
Ericaceace, k a oVacgrtium mactocarpaiitosn)n(Tumer i qar., 2005), japanska
andromedaRieris japonica(Thunb.) D.Don ex G.Don) (Yao i sar., 2005), planinski lovddimia
latifolia L.) (Mancini i Edwards, 1979) i puzava azalefa procumbengL.) Gift, Kron & P. F.

Stevens ex Galasso, Banfi & Eonti) (Cuendet i sar., 2000), kao i u vrstama iz drugih familija: nar
(Punica granatunL.) (Lythraceae) (Mena i sar., 2012)ippia origanoidesKunth (Verbenaceae)
(Funari i sar., 2011 Boesenbergia rotundé..) Mansf. (Zingiberaceae) (Cheenpracha i sar., 2006),
balsamatska topolePOpulus balsamiferd..) (Salicaceae) (Greenaway i sar., 1989hocarpus
polystachyusRehder (Fagaceae) (Dong i sar., 2007) i leskarylus avellanalL.) (Betulaceae)
(Ciarmiello i sar., 2014).
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Uprkos izuzetno visokoj zastupljenosti dihidrohalkona u vrstama iMdls njihova

fiziologka wuloga jog wuvek nije dovoljno ist
di hidrohal kona u bilj kama su odbrana od st
karakteristika Dugéde Bernoville i sar., 2011; Ibdah i s&2Q17), uloga UVAilterao u listovima

(Dugéde Bernoville i sar., 2a), antivirusna uloga (Be®@t hman i sar ., 2021),
od bol esti izazvani h insektimalalva katspgamnbdDmt
indukuje gljivaVenturia inaequaligCooke) G. Winte(Slatnar i sar., 2010; Neyman i sar., 20Z3).
fiziol ogko]j ul ozi floretina i njegovom ul egl t
radova. Wang i saradni ci (2024) floretina (forizina,| a v al
trilobatina i floretin3 Nj, 5jl dik 0€i da) u domal o] j abuci . Ooni
j abuke koje su imale manju kolilinu florizina
otvorenosti stomaimanjutesleanci j u na sugu, kao i povel anu
grinjama (etranychus urtica&koch). Por ed t oga, Li [ sar . (2024)
akumulirao u listovimaMalus hupehensig P a mp . ) Rehder na velim na
smanj enje intenziteta procesa pfodteosciintad zneu, ud toay
UV zralenja.

A

OH OH

Florizin

Slika 2. Strukturne formule floretina/) i florizina(B) ; Aut ot ok si | n &k tdrave sadrace a d u
jabuke nakon osam nedelja (levo) sadni ce jabuke zahvalene ARDom (d
publikacije Mahnkopp i sar. (2018). ARDAApple Replant Diseade.

Anali ze transkriptoma i sadrgaja fitohor m
moge da modul ivg auksisa igabseidineke kisplingt, kao i ekspresiju karbonatne
dehidrataze i na t aj nalin negativno regulige
sprelavajuli odavanje vode i dopri nosllijiulonipto
zakl julaka istragivanja Wang i saradni ka (202
melLu glikozidnim oblicima floretina. Ooni su |

unutar biljke, omogul awapkuriobatini foetFEdNj,o5 jikadit va o
12



nemaju ovu sposobnost. Ovi rezultati ukazuju na to da glikozilacija floretina u florizin u jabuci nije
samo metabol il ki proces, vel [ mehani zam reg
r a z ¢ ablika stresa.

Zbog svoje tipilne dihirdohal konske struk
floretin je veoma fleksibilan mol ekul Koj i j €
makr omol ekul i ma, gt o mu tiwhasti (Behzad irsar. k2019;Chok 204, b i
Tuli i sar., 2022; Habtemariam, 2023; Shelke i sar., 2024). Shodno tome, floretin je temeljno

i stragivan kroz farmakol ogka i kKl inilka 1spi:
antioksidativnim, ankancerogenim i imunoprotektivnim svojstvima (Barreca i sar, 2014; Nithiya i
Udayakumar , 2016; Behzad i sar ., 2017; Mar i é
potencijal noj pri meni fl oretina u I astebartriisat i m
(Zheng i sar., 2018) d e r ma th glormnega(Casarini i sar., 2020), njegovu upotrebu kao
antiinflamatornog i citoprotektivnog agensa (

sredstva u terapiji dijabetesa i malignitetar(@ath i sar., 2017; Choi, 2019).

121 Fi t ot oksi | ni potenci | al fl oretina:

Prva zapaganja o potencijalnoj fitotoksi /|l
odnose na pojavu autot@BkmeildMosibPD6@@) .zaWagajmiav :

primetil: neobilne simptome kod novih sadnic
j abuke. Sadnice su se tegko primale u takva
usporeno rastenjlyalniitsekte pplra dioovsae, iz bloogdpplee ga |
Replant Disease ( A(Bdner 1959, 1960Flika2C) . | stragi vanja Zhang i

(2009) su ukazala da eksudati korena vigtapumilai M. prunifolia (Willd.) Borkh. deluju
inhibitorno na klijanje i rastenje klijanaca sopstvene vrste. Uprkos veoma polemisanoj etiologiji
ARD-a (Wei ¢ i sar. 2017; Mahnkopp i sar. 2018),
ili nastaju razlaganjem kore stabliatova, plodova, korendi drugih delova drveta, mogu se smatrati
kl'julnim faktori ma ukIl-3g(¥ihiear.j2016;uNicotea sar.,f2@L%;tYiac i j u

sar.,2018)Ni col a i saradni ci (2017) su utadpadlagerza da
kalemljenje jabukei M2 6 , negativno wutile na klijance | &
hl orofil a, masu korena i ukupnu masu klijana
povelan sadrgaj flori ziDea ail jfnlao i sknialmdpegrogeng rae rst
primena florizina u visokim koncentracijamai(# mM) dovodi do pojave au
M. hupehensisk od kl i janaca je zabelegeno znalajno s
respiraciije, k ao ndialdehigagMDAnijaktivnasta ahtioksiagtivanih emairhao

(Jianghong i sar ., 2007) . Slil ne efekte

Malus x micromalusMakino, gde je florizin doveo do porasta aktivnosti antioksidativnih enzima i
sadr gaj a MD Azmeérno panaentraciji atrajangurtretmana. Wang i saradnici (2012) su
ustanovi l i smanjenj e intenziteta felijske re
trikarboksilne kiseline u korenu vrsh. hupehensi&oji je tretiran 4 mM florizinom. Poretbga,
tretman floretinom i florizinom unjakeojeizagvac r a c |
povelanje nivoa ekspresijeeugemathdijnie knediamajzw
M. hupehensigYin i sar., 2018). Nedavno su Xianga s . (2021) analiziral
prisustva florizina, organske materije i gljiva iz rodovasarium Link i Mortierella Coem. u
13



zeml jigtu sa stepenom mani festacije simptoma

je potvrdilo da na stepen zavi j enost i Si mpt oma bol esti ut
mi kroorgani zmi, florizin i organska materij a
di hidrohal koni, bilo da se izluluju iz korena
da igraju ulogu u razvoju si mptiomaaikrdoRyBnjzmebi | o
rizosfere.

| stragivanja nage istragivalke grupe su p
Zl atni deliges imaju inhibli o htlmjadaéSt cama mgjid ria
2019 , gto predstavlja pionirski korak u istrag
vrstama izvan roddalus Analizom hemijskog sastava eksudata korena jabuke, pored kafeinske i
hlorogenekiselne, detektovani su floretin i florizin
mglsuve mase korenova. Tretman eksudatom kor e
korena klijanac. thalianaza 35% i izdanakaza62% ¢ ani gi ). i | pak, , napilar a
je ostvarennadr mi r anj e bol nih korenova, pri |l emu | e
dana tretmana. Aut or i su pokazal: da j e inhi
narugenom ekspr egadvisne kinazp@DKp ¢ 8t an ikdiiin i sar .,

kI jul nu ul olglijskogiciklusa igevolutivimoikgnerviranom mehanizmu ddatiga kod
eukariota (Berckmans i De Veylder, 2009). Tretman klijaaddalianaeksudatom korena jabuke
utrajanju od 10 dana je doveo do smanjenja nivoa ekspresije gena zaawsine kinaz€DKAL;1

i CDKB2;1i cikline CYCAS3;1i CYCB2;4u izdancima, dok je njihova ekspresija u korenu ostala
nepromenjena (Stanigil i sar., 2019).

1.3. AUKSINI: BIOSINTEZA, TRANSPORT 1 FIZIOLOSKE
FUNKCIJE U RASTENJU I RAZVICU BILJAKA

Fitohormon auksin, odnosnoind®s i r f et na ki selina (1 AA), kact
u biljkama je dobio naziv po grl koj reli AUg:
Ahor mon rastabo. Ot krio ga je holandski bot ani
ovaj fitohormon iz vrgnog dela kol eoptila ovs
Ubrzo nakon toga, ameri | kliovrmaul|InAA kkeeon el i sTtri
identifikovao njenu hemijsku strukturu.

Auksini predstavljaju jednu od najviagngnijit
razvojnih i fiziologkih procesa tokom isart avog
2013; Ljung, 2013Mishra i sar., 2022Y u | sar ., 2022) . Smatra se
pol evagi od prvih zigotski h Mdheaoibsar., ZORRoTokom i t i s

embriogeneze, auksini su neophodni za diferencijacijuijahich [elija meristema korena i
vaskularnu povezanost svih organa u razvoju. Kako biljka sazreva, auksini reaktiviraju diferencirane
felije tako da promovigu dodatni razvoj vask.i
(Mockaitis i Estelle, 208 ) . Na t aj nal i nied k |y murlaa cpiejra cd kK sai r
inicijacije bol ndgl ikjoar ema, p @r iuf egrrivjpianmepi kal no
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mesto inicijacije lisne ili cvetne primordij@énkovai sar ., 2 0 0 9iyotnog Cikkukap m c e
auksini utilu na deobu i izdugivanje lelija i
tropizme, arhitekturu podzemnih i nadzemnih organa (Quint i Gray, 2006; Cui i sar., 2013; Ljung,
2013; Yu i sar., 2022), kao i razvoj i foiranje cvetnih organa (Krizek, 2011).

1.3.1.Biosinteza auksina

Auksini s e sintetigu u meristemskim tKkiywv
kotiledonima i nezrelim plodovim@& a g 2 maNapey, 8003. Putevi biosinteze auksina mogu da
budu nezaigni i zavisni od triptofana. £ r i pt of an ( TRP) -kisetina kojacsena t i |
sintetige u hloroplastima gikiminskim putem (
konvertuje u horizminsku kiselinu, koja prelazi u antranilat. Zatim reag&taforibozilantranilat, koji
nizom biohemijskih reakcija prelaziindol-3-glicerol fosfat Uz pomol e-gitazema tr
triptofan s e3-glicerol fodataiisprena.i z i ndol

Triptofanpr edst avl ja kil jul ni p r @dintezesawksinaSgka 3)| et i r

( Mano i Nemoto, 2012, POn| 2k i sar., 2018; Me
1 Put triptamina (TAM)
1 Putindot3-piruvata (IPyA)
1 Putindol3-acetamida (IAM)
1 Putindot3-acetaldoksima (IAOx)

1.3.1.1.Put triptamina

Triptamin (TAM) je organskg edi nj enj e Kkoje se sintetige
tragovima, vagan je kao prekursor za proizvod
preko TAM obuhvata pol etni kor ak GBkka3 mbatink si | a
korak deaminaciqgkesiuwzazppg mopir i a-Bhdestaldehich (fABl) kojj s i n d
zatim oksiduje do IAAZ a g 2 miNapmev, 8003Menon i sar., 2022

1.3.1.2.Put indol-3-piruvata

Put indot3-piruvata (IPyA) se smatra jednim od najzageuni)ih puteva biosinteze auksina

u biljnom carstvu (Luo i Di, 2aMiBo&gnsferadedTAB) e s
konvertuje u IPyA $lika 3). Nakon toga, IPy’ssemo g e d i r e lvatrudAA lpasnedsteomt
flavin-monooksigenaze (YUC) ili darboksilsatid o | AH, nakon Menghdasan,ast a

2022. Ranije se smatralo da je ovaj biosintetski put najdominantwji thhaliang ali su genetska
i stragivanj ManbidNenom,®2912 gnul a (
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1.3.1.3.Put indol-3-acetamida

Biosintetsk put indol3-acetamida (IAM)p odr az ume v a

konverziju

enzima triptofar2-monooksigenaze (IAAM) koju kodira gemuxl/iaaM/tms]l a zatim se 1AM

konvertuje u
Bartel 2005;Mano i Nemoto, 201p .
deo puta IAOx $lika 3) (Kasahara, 2016

Put I AM se

| -Widbolaze {IAAM okojw KHodird gedix2/iaaH/tms3Woodward |
smatr a

zasebni

N NH;

H
Triptofan (TRP)

TRP TRP
dekarboksilaza transaminaza (TAR)

hidrolaza

m

T

TRP-2-monooksigenaza | Citohrom P450
(IAAM)

o W
i I
N yo°

Triptamin (TAM) Indol-3-piruvat (IPyA)

IAH oksidaza ili

IAH dehidrogenaza
— =

Qj/\r"”
|
N 0o

H
Indol-3-acetamid (IAM)

OH
|

Ami IPyA Flavin Nitrilna IAOX
ml'n dekarboksilaza onookS|genaza hidrataza :
oksidaza (YUC |AM hidrolaza dehidrataza
(IAAH)

Nitrilaza
-

sed

Indol-3-aceta|doksnm (IAOx)

Qj/\r(H goe

|

(o] (o]
N

N N

H
Indol-3-acetaldehid (IAH) Indol-3-siréetna kiselina (IAA) Indol-3-acetonitril (IAN)

Put IPyA Put IAM

Put TAM Put IAOx

Slika3. Gemat sKki
iz Menon i sar. (2022).

prikaz bi osi nt edtriptfanh. Preuzdtoe madifikavados i n a

1.3.1.4 Put indol-3-acetaldoksima

Putindol-3-acetaldoksima (IAOx) e naj |l egl i [ naj vagniA. i na

thaliana(Slika3 . Ov aj put | e Bkaasical k(Sugawarssisar.,|2@08), gdease uzo d
pomol dva enzima za sintezu citohroma P450 po
monooksigenaze), triptofan direktno pretvara u IA@xa(g 2 maN aopvige r 2003) koj

da se konvertuje u ind@-acetonitril (IAN) i indot3-acetamid (IAM), direktne prekursore u
biosintezi IAA (Zhao i sar., 2002; Sugawarai sar., 2009; Brumos i sar., 2014). U ovom biosintetskom
putu, IAN, koji nastajeod IAOxnoge da prele direktno u | AA pod
IAN prelazi u IAM posredstvom nitrilne hidrataze, a zatim u 1ARiKa 3).
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Mano i Nemoto (2012) naglagavaju da biosin
da su genCYP79Bproma L e n i s a mA. thaliand uljane epicaBrassica napus.) i bele
s | a |Sinapes allfal.). IAOx je prvobitno izolovan iz kupusd@(assica oleraced..) i repe 8.
campestrisL.) (Mano i Nemoto, 2012). Kod. thaliang | AOx | e t akbmdineezupr e k
glukobrasicina i kamaleksina (Kasahara, 2016). Ekspresija@éR@9B3 e naj i zrageni j
korenu, kotiledonima i vaskularnim tkivima kéd thaliana(Kasahara, 2016).

1.3.1.5.Biosintetski putevi auksina nezavisni od triptofana

U slulaju biosinteze I AA nezavisno od TRP,
nego od indeB-glicerotHosfata iindola Oba nalina biosinteze | AA
istoj biljci. Put nezavisan od TRP je karakte
kljanacaZ a g2 mal dlapi er, 2003). Neka istragivanja ¢

mogao da i ma z Adhbliana(asahard, 2006u k o d

1.3.2.Metabolizam auksina

Zbog deli katnosti wu regulaciji fiziologkih
su razvile nekoli ko mehani zamadedanad nkhgenfdrmiranjeu s a
neaktivnih konjugata sa amiioi s el i leamana ¢ é i peptidi ma koji [
I AA i1 ul ogu intermedijera u nepovratndm pr
sifl etna kiselina (oxIAA) (Hayash i sar ., 2021) . Jog jedan nal
konverzija u indolbuternu kiselinu €ng.indole-3-butyric acid IBA). Ovaj proces je reverzibilan,
tako da iz | BA moge n-aksida@djd (Woodward bBartkin2805). AA put e

Kod A. thalianasu ot kri vena | etiri kljulna enzi ma
(aktivne) IAA (Hayashi i sar., 2021):

1 IAA karboksil-metiltransferaza 1, koja konvertuje 1AA u |IAmetil-estar;

1 UDP glukoziltransferaza UGT84B1, koja katalzuje formiranje 1B/®-glukozidain vivoi
in vitro;

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

1 Acil-amidosintetaza, indukovana geno@RETSCHENHAGEN3GH3), koja katalizuje
reakcije konjugacije | AA sa amiat@AAAseil I nan
IAA glutamat (IAA-Glu).

Najnovija istragivanja su pokazala da kon
glutamatom (IAAAspilIAA-Gl u) mogu i stovremeno da sluge ka
intermedijeri u procesu degradacije 1A oxIAA (Hayashi i sar., 2021).

Novi mod el odrgavanja metabolil ke homeost
direktne oksidacije | AA do o0 x-AspiAAA-Gluedsredstwomi r e v
enzi ma DAO1, pri -Asp maxlIAAnGlsut ak @j ioxhiAdr ol i zom o

(Hayashi i sar., 2021). S druge strane, auksinski konjugati sa aminokiselinarfsspAAAA-Glu
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mogu se reverzibilno konvert ov alteirResistastl (lR1lp d n u

(Hayashi i sar.,, 2021) s | ul ajevi ma kada je to potrebno, k &
Bartel, 2005) [ i zdugivanje hipokotila (Zhen
skl adigte konjugate Kkoji su glikozil ocavdaingit ee :

konjugate koji su glikozilovani amidnim vezama (Woodward i Bartel, 2005). Xathalianaje 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

Mol ek ul | AA je izgralen od indolnog prsten
sl abe organske kiseline. Pri ni gim pH vredno
molekul bude manje polaran. U ovom obliku fAd) mol ek ul moge da dif
membr anu i da se na Slikaj4). Suprdtrio tomé negativeo niaglektrisand i | j
IAA'j e previge polarna da bi slobodno difundova
IAA setranspot uj e posredstvom specifilnog meklimani z m;

(Feng i sar., 2022).

IAAH — 1AA™+ HY IAA- 2HT IAA”
Difuzija \\/ / PH~5.5
AUX1/LAX ABCB
\I// PH~7.5
|AA- Endoplazmatiéni retikulum
IAAH =— 1AA+ H+ } ' b
i AA-. Jedro ‘;
a\°°1’°m Aol
Q‘\P
?“ ATP ADP
Citoplazma
ABCB ATPaza /
\
IAA” H

Slika4d. Gematski prikaz polarnog transport aFQRMKDSi na |
(PIN), AUXIN RESISTANTI/LIKE AUXIN RESISTANT (AUX1/LAX) i ATP-BINDING CASSETTE
SUBFAMILY B TRANSPORTER (ABCB). Protonovana IAA (IAAH) ulazi lelije putem pasivnog
transporta (difuzij a)neutralna ilialkaina tiNAlH dissjjena IAAT | H. djonj e k o
auksina (IAA) i H* mogu ui u i elije samo preko transportera za influks AUX1/LAX. /Ao e da napu

feliju jedino preko transportera za efluks, PI' N i
protoka auksina. Neki intracelularni molekuli IAA se mogu transpory a t i u endopl azmatii |
nosala PI N5, PING6 i PI N8 da bi se regulisala home

obnoviti endocitozom i ponovo uneti u lipidni dvosloj. Strelice pokazuju pravac toka aukstnaeto iz Eng
i sar. (2022).
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Polarni transport auksimmo gu il ava aktivan ulazak (influk

uz pomol specifilnih auksinskih transportera,
1 PIN-FORMED (PIN)
1 PIN-LIKES (PILS)
1 AUXIN RESISTANT1/LIKE AUXIN RESISTANT (AUX1/LAX)
1 ATP-BINDING CASSETTE SUBFAMILY B TRANSPORTER (ABCB) tj. MULTDRUG

RESISTANCE/PGLYCOPROTEIN (MDR/PGP) subfamili@ Za g2 mal ov§ i sar

Auksinski transporter:i AUX1/ LAX su odgovor
proteini iz PIN familije (PIN1, IN2, PIN3, PIN4, PIN7) svojom polarnom lokalizacijom u

specifilnim ielijama omoguliavaju akropetalni
l okal ni h maksi muma i |Slika§) (Ve i sae.,2006; Mictiniewice ilsar., | e |
207) . PI N5, PING6, PIN8 i PILS proteini su ver

homeostazeR N n | gark 2013). Smatra se dasu AZRR v i s ni ABCB transport
udaljeni transport, tako i za uspostavljanje lokalnog auksmgkadijenta i formiranje auksinskog
maksimuma, odnosno minimuma & g 2 mabsarg 2080).

Polarni transport auksina u korenu A.thaliana

<

m

(8]
[ 1Mirujuéi centar

[ Inicijalne éelije kolumele
[ Kolumela

B Bocne strane korenove kape
[ Epidermis

B Inicijalne éelije epidermisa
Korteks

[ Endodremis

B Inicijalne éGelije korteksa/endodermisa
Bl Pericikl

[ Srz korena

Slika5.Ge mat s ki prikaz polarnog transporta auksina u
Michniewicz i sar. (2007) i Geisler i sar. (2017); ctve st r el i ce oznal avaju prayv
(ATP-BINDING CASSETTE SUBFAMILY B TRANSPORTER), PIN (PHRORMED).

Polarni transporauksinas e odvi ja u i zdanku I kor enu, S
(prema bazi izdanka), a u korenu najpre akr@pet(od baze korena gde ulazi iz izdanka pa prema
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vrhu korena), a zatim bazipetalan kroz kol ume

(Slka 5. Naj vel a koncentracija | AA aukbsthnphalinimmak
kolumele u vrlevima korena (Friml, 2003), a smanjuje se prema hipokotilu (Clark i sar., 2014).
Auksin se t arksdulue vprrhou zkvoorde n a, gde se maksi mal
centru i meri PNeisdrik2088).1 el i j ama (

Svi transporteri auksind el uj u sinergistil ki, omogul avaij
prilikom delovanja razlilitih sredinskih stim
Yuan i Huang, 2016; Bahmani i sar .sar,208L0i) il i
sar., 2019).

134Prenos auksinskih signala u {elifj.i

Kombinacijom mol ekul arnog, geneti | kog i bi
nekoli ko kljulnih komponent: ukl julenih u pre

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

sl ogenost.i ovih procesa, u g loradica epresazabza gvakyp @ds t O |

glavnih molekulskih komponenti. Na primer, ké&d thaliana postoji 29 Aux/IAA gena, koji su

zadugeni za represiju gena za rane auksinske
Geni | iju aktivnost i nduku jgmupukaskilsgemiOnise de

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 auksama, (Ne@Xpovi Bmatra se da su tr
o d g o v adiselgmeriteeu promotorima ranih gena, ali je za njih vezan i jedan represorni protein

(Aux/ I AA) koj i sprelava transkripciju.ondgl oga
proteina. Proteini ranih gena poseduju signal
vezuju za DNK. Rani geni i maju regulatornu fu

funkcije kasnih gena, ifpgenet ake i pnmnocsesak( Ne
Dokaz za to su mutacije u ranim genima, koje su otkriveneAothaliang a koje dovode do
morfogenetski aberantnih biljaka (Negkovil i

Biljne lelije prepoznaju prizasuspeci Auksasena
gt o su TRANSPORT I NHI BI TOR RESPONSE 1 (TIlIR1)
SIGNALING F-BOX PROTEIN 1- 5 (AFB1-AFB5), kao i AUXIN BINDING PROTEIN (ABP1)

(Garay Arroyo i s aAFB5,su Rbéx Bubjedinicdlomiteksa ubikwif [Rdze
SCFR!  vezivanje auksina za receptore ne dovodi
interakcij a i zmelu TI R1 [ Aux/ 1 AA transkri

ubikvitinacijom Aux/IAA i naknadnom degradgom od strane proteozoma. Degradacija Aux/IAA
dovodi doo s | o b prbtaimajABXIN RESPONSE FACTOR (ARF), koji formiraju dimere i
reguligu ekspresiju njihovih ciljnih gena (Ca

Aktivnost auksina wutgéepa,nakaeaedksg@gtesijjeu pmn
transkriptoma mRNK)( NeVgekioivnial giensaarn.a, k200 e ut i
promotoru jedan ili vige segmenata specifilne
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(eng.auxin responsive elemepdl e g k o v i [ 3; CaldsranrVillalobo2 iG4r., 2012). Za AuxRE

el emente se vezuju transkripcioni faktori, ko
pri sintezi nove mMBNK (Negkovi l i sar ., 200
1.3.5.Uloga auksina u regulacijirag enj a i razvila biljask

Rastenje se kod biljakkndefinjiictheovieao enepd

povdanja broja i veliline lelija (Teale i sar
spol jagnjim i unut rraag@mjjiinm ffaakkttoorriama .n a@dv aymu tj
faktori, a od spoljagnpkboigkboosa: abvetl db&i, it
vode i hranljivih materija, kao i prisustvo ili odsustvo streg@hanizmi kontrole, regulge i
koordinacije procesa rastenja i razvil a’3:bilj a
1 Intracelularni nivd podrazumeva regulaciju na nivou nukleinskih kiselina i proteina. Svi
faktori Koj i uti |l u na rrerpdli&aicjiy ui D&KLt i «
enzima util u i na razvile.
T I'ntercel ul arni nivo regulacije (na nivou
supstanci fitohormona.
T Ekstracel ul arni ni vo podrazumeva i ndukt i
faktora na razvile.

Auksini ulestvuju u r epweHenherigoiao razeijanjajbinthe d e
organa. Ativnost aiksira jefino koordinisams a dr ugi m mol ekul ima |inefl.
koj i regulige rastenje | razvile biljaka

1.3.5.1.Auksini i njihova funkcija u fiziologiji klijanja

Klijanjepr edst avl j a -sBidhemijskimproces takonokioga gekio semena razvija

nova biljka, a zapolinje onog trenutka kada s
mehani zma, sprelavajulii klijanje u nepovolijnim
Dormancija je odrelLena genetil kim faktori ma,
temperatur a, vliagnost | etherissar.ul0i2pAscti sah, 2043) Figch v i h
Savage i Footitt, 2017) . Pored toga, mehani | k
da utilu na izlazak iz faze dormantnost:i [ p o

Semena monokotila i d ioknootkiolta | seu sraadz lgiel ietnob r
semenj al u. Embrion se sastoji od | etiri prinm

ovojnicom koleorizom, slabo razvijen hipokotil, kotiledon sa skutelumom koji povezuje kotiledon sa
endospermom, i stabaoceifeotil) sa plumulom, obavijeno koleoptilom (Fu i sar., 2024). Za razliku

od nji h, velina dikotila ne sadrgi endosper m,
stabaoce (Negkovi lA. thalimair .n e k2i0h0 31) e g uSwikmeonzeao t sad
endosper ma, koj i Ih gtiti od preranog klijan]j
Semenjala slugi kao prirodna barijera koja spl
semena (Fu i s ar . ,zfaze@@&mancije, Sdrackatthaliapteomailakoaniogu |
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da proklijaju, a za to je dovoljno da imbijobu v o d i (Bewl ey, 1997). Pol e
niz vidljivih razvojnih stadijuma, kao gto su
i izbijanje korenka (Fu i sar., 2024).

KIl'julnu ul ogu u kIl i | nastgpgovoljmasjow, dolazi do@kiivagijano n i
giberelingk o j i dalje promovigu klijanje (Bentsink i
i I AA ut i | uprocee ldijanfai(Bemtsink iKaornneef, 2Q08u i sar., 2013 . U veli
kolilinama, auksin i nhibira klijanj e, odnosn
povelanje sadrgaja ABA (Liu i sar., 201&y i n
i sar., 2003). Ustanovljeno je da tek nakon représi{€ gena dolazi do klijanja semena i pravilnog
razvoja klijanaca (Liu i sar ., 2007) . Nakon

epikotila i ubrzavaju rastenje klijanaca (Zhao i.s2024).

1.3.5.2.Uloga auksina u razvoju korenovog sistema

U procesu rizogenezey, u k s'i ni igrajprenavagauuulegul ac
kor ena, a zatim i u indukciji adventivnih i
koncentraija auksinanalaziseu mi r uj uJdeork cseuntsrruednj e kol il ine
za umerenu mitotil ku aRtrewost savrhu2@d2ernahN
meristemskoj zonipovezanje sa i ntenzivnim [ eljirfiskii ms adrodpajm
oznal ava prestanak I elijske dwmoydisar.,i201p)ol et ak i

Auksini zajedno sa gelerima imaju kljulnu
i apikalnog meristema korena. Glukoza deluje kao k!l n i signal koj i aktivi
RAPAMYCI N (TOR) . Ov aj sveobupvatadranskripckurgenk eezasimzs & n u
fazu i met abol il ke procese poput glikoli ze,

proteina (Sheen, 2014Akt i vnogi u TOR kinaze dol azi do di
faktora E2 PROMOTER BI NDI NG FACTOR A ( H&dé¢a) ,
koji su neophodni za lelijsku proliferaciju u
2014; Lii sar., 2017).

Pored toga, signal ni put -INSENSIWIVE RROTEIN 2na p

(EI N2) , kKl jul ni i ntegrator etilenskog signal a
j edr o, | i me povelava ekspresjuu mERFatéemaposee
etilenske signalizacije (Fu i sar ., 2021) . P

potreban za uspostavljanje gradijenta auksina i ekspadretija u primarnom korenu (Yuan i sar.,
2020).

Uuslovima nedostat ka ¢gel ebZiPll(BASIQUESUNEZIPPER DN | f a
kontrolige mer i ditekspresiju @en2AAASHY2(INDOKEBJAQETIC ACID
INDUCIBLE 3 SHORT HYPOCOTYL)2Poznato je da j;AA3/SHY 2negativan regulator rastenja

korena koj i uti gava transkripciju auksinskih t
korena u uslovima deficita hranljivihlematati |
na transport auksina i doprinose formiranju lokalnogsaukn s k og gr adi j ent a, C
rastenje i razvile biljaka.
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Do inicijaciije i razvila primordija bolnih
i el ija,kpogrei cfiokrlmai r aj u meri stemsko ispuplrenje
1995; Casimiro i sar., 2001; Benkova i sar., 2003; Fukaki i Tasaka, 2009). Transport auksina je od
kljulne vagnost. za pravilno formiranje pri
sinergistilki sa auksinimaspakoe @udasipmad moVi
formiranje bolnih korenova (Bao i sar ., 2004
korenova. Visoke koncentracije etilena i njegovog prekurseamihocikloproparil-karboksilne
ki seline (ACC) i nthiitbi kajenadawmalukcidjiowodel do p
odgovora hipokotila i korena (Negi i sar., 2008). Za razliku od toga, niske koncentracije etilena i ACC
stimuligu indukciju bolnih korenova tako gto
Citok i ni ni i ABA negativno utilu na formiranje
PINgena za transport auksina i na t aj nkajijd n sp
neophodan za indukci ju b o |zeibah, 2000 Kuelerovdi sar.,2008). i

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 i2a0.,2 2 ) . Gel er i dobij
reguligu kolilinu IT'AA u biljnim tkivima pute
faktora interakcije fitohroma (PHYTOCHROME I N
transkripciju gema URAjgBSanrbhnenbiosante 2012

fotoreceptorima za crvenu svetlost (Pham i sa
kinaze, preko proteinaRHREL ATED PROTEI N 2 (ROP2). TR kina
ieng gi je u fotosintezi, a kada je aktivirana,

regulisanja aktivnosti meristema izdanaka (Li i sar., 2017). Pored toga, egzogeno dodavanje glukoze
promovige akumul aciju oxI A-AspilAA-GluAnajkecomajnijegamt a Kk
rezul tat povi genog sadr gaj a Josf#, infikaarienesgatskay i S
statusa u billkama, inhibira aktivhost kinaze SUCRSBEN-FERMENTATION-RELATED
PROTEI N KI NASE1 ( SnRKall)a, TgQRo kzianuazzvur.a tR eogsul | oabt o
sadr g aj aAtbATazak3ilNOSITOL POLYPHOSPHATE SPHOSPHATASE, povezuje

signal i zac idraw regulisargui raz\eja provapeog tkiva (lisnih nerava) u kotiledonima
(Lin 1 sar ., akt@i@bodstrand auksina, T@Rtpmtein abavlja nekoliko funkcija u
rastenju i ,kaxzvjtiaw $ui |l ij akiaj anje kotil edona, f

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

Auksin util emiih mpaprodgzwkja.b®&l obzirom na api
pupol jaka j e u npocligtakcu jian hbiodinroagn .mer i st ema pod
felija u meristemu primordiije. Ral unar ske an
raspored primordija oko glavnog apikalnog mer.
vel formiranih primordija i onih koje tek ¢t
transportera (de Reuille i sar., 2006; Jonsson i sar., 2006; BEmits ar . , 2006) . Me L u
da se biosinteza auksina odvija u veoma spec
Santamari a i sar ., 200 2; Cheng i sar ., 2006 ;

takolLe ukazwljauguwmabikd giunthamize auksina u formirar
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toga, verovatno je da bi os i iuausknskihtandpaterauovothe | u j
procesu Eukaki i sar., 200/

1.4. REAKCIJE BILJAKA NA STRES

Pod pomomsr esa podrazumeva se niz faktora koj

biljaka, utiluli time na procese rastenja i r
ekstremno visoke ili ni ske t e mp etrhariljivir neaterijan e d o s
ogtelenja izazvana insekti ma i patogeni ma, Vi
sredini kao gto su herbicidi [ zagalival i, p

2023; Varadharajan i sar., 2025

Smatra se da se prilagolLavanje biljaka na
opaga promenu i aktivira mredgulesisgnalmoilkzvpumng
proteina i drugih jedinjenja, koja ima za cilj da viatjku u stanje homeostaze (Shulaev i sar., 2008).
Razlilitakjedeidunyepnndese melu koji ma su: (1) jedi
aklimatizacijei antioksidansi i osmoprotektanti; (2) nusprodukti stresa koji nastaglijama usled
narugavanja normalne homeostaze; [ (3) mol eku!
odgovora na aklimatizaciju (Shulaev i sar., 2008). Signalni molekuli mogu biti novosintetisana
jedinjenja ili jedinjenja okhpbkBengtoz)ejfho
kiselina (SA) (Shul aev i sar., 2008), kao i r
poreméaj | elijske homeostaze. Druga vrsta signalnih molekula mogu biti nusproizvodi degradacije
[ elijske,memiztamite reaktivne kiseoni|ne vr st
neki antioksidansi (Shulaev i sar., 2008).

Posl edice delovanja stresa wutilu na morf ol
nepravilnostizdagakBli kdnesmanoiusporavanja pro
pokugaja da se izbegne delovanje stresor a, |
modi fi kacije u razvoju primarni h i b &kéremskih Kk or
dl alica (Pasternak i sar ., 2005) . U studijama
efekti alelohemikalija i fitotoksina prirodno:
koja je povezana sa smanjenjemtienzi t eta fotosinteze i sadr ga
aktivnosti i inhibicija sinteze proteina i |e
u k | j ludlelopatske, mogu izazvati brojne ultrastrukturne promene u biljigimi j ama, kao
odvajanje [ eliglsikjes kioegnbzriachae (oGal i ndo ielijskogr . ,
zida (Kaur i sar., 2013; Miti s ar ., 2018), agranul aci jlemjecito

mitohondrijasédKupi dge64d¥ska iautofagija (Huang i
takole da i z aenmanleroplastah fotbsintatskogsigteame (Xu i sar., 2006; Khaleghi i
sar., 2012; Li i sar., 2022; Prasetya i sar., 2022; Sharma i sar., 2022; Xu202&; Zahra i sar.,

2022).
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1.4.1.0ksidativni stres

Odgovor biljaka na alelopatski stres | est
proizvodnju i akumulacijueaktivnih kiseorli ni h, vkaba i pos | adibfambenag a k t
antioksidativnog sistema (Baxter i sar., 2014; Huang i sar., 2019; Mittler i sar., 2022).

Reakti vne k predstavljajikl|l nemblekulsktog i signaliziraju
na bioti]l ki i abioti | ki stres i ak @njumii sap,j] U O
2016. U ROS se ubrajaju: singletni kiseon#og), superoksidinjon radikal (&*), vodonikperoksid
(H20,) i hidroksitradikal (OH), i svi su proizvodi redukcije kiseonika 40u biljinim [ elijama
izl ogenim stresaré€uhnavedamih, 2@@Q@y . d#&# nastan
peroksitradikal (RO0), koji nastajeu reakciji @i organskh molekula(Rice-Evans, 2001).

Poremel aj homeostaze ROS uKafla pa $adkgapn
leljesuu osnovnom, stabil nom stanju, a ROS moge
regulacijufunkcijameristemskiH elija, deotei diferencijacigl elija, organogenez  k a o ihi bi ot
a b i odhtreakcik Odr gavanje nivoa RQOS kwijodaqeyv aprraejl ual zei

stabilnogi citotoksilnog nivoa, predstavl j aKadal j ul &
kolilina ROS prevazile kapacitet antioksidat:i
degradacije lipida Gelijskk m me mbr anama, smanj enj @majnibkagigngaog s
felija koja mogu dovesti do felijske smrti (An

U cilju neutralisanja ROS, u biljnim ieli]j
enzimskiantioksidativim sistem Neenzi mski sistem | ine razlil:@
ukl anjanja ROS kao ¢gto su: a s\aninbflvoroidi,dd., bu s el i
enzi mski sistem spadaju ant i o-fissnitadea(80DY, Ratalazen z i n

(CAT), peroksidaze (PODApjum i sar., 2016; Cui i sar., 20R2

1.4.2.Neenzimske komponente antioksidativhog sistema biljaka

Neenzimske komponente antioksidativhog sistema L u s eerazlikuju po hemijskoj
strukturi, rastvorlivée t i i mestu delovanja u leliji. U zav
ove supstance mogu se svrstati u nekoliko grupa: hidrofilne antioksidanse poput askorbinske kiseline
i glutationa, koji deluju u citosolu i hloroplastima; lipofine ansok d anse kao gto s

karotenoi di, koj i gtite membrane od | ipidne |
kiseline i flavonoide, koji i majdkalaiheiranfagomau s p
metala.

1.4.2.1.Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja su specijalizovani met
Predstavljaju znal aj nu grupu strukturno razr
flavonoidi, tanini, estrhidroksicimetne kiselinelignin (Ghasemzadeh i Ghasemzadeh, 2011; Afnan
i sar., 2022 . Pored ul oge u odbrani od oksidativnog
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u biljnim organi zmi neajai kax mntod asvia nrjeag u laassd injid a

isit eza ©proteina, ul estvovanje u fGhasenszadahtie z i
Ghasemzadeh, 2011; Afnan i sar., 2022 Fenol na jedinjenjihgepa t ak
al el ohemi kalija u ekosistemu,opgiir e mur cwl| &wat

alelopatskim efektimaHoang Anhisar.,,20212 bog strukturni h karakter:]
fenolnihiOH g r up a og pratengfanai imajl visok potencijal za neutralizaciju slobodnih
radi kal a. U l-sistementpekazalisuvred die ant i oksi dati vnu ef |
neenzimskih antioksidanasa poput tokoferola i askorbinske kiseline (Costa i sar., 2021). Njihova
efi kasnost zasniva se na Vvige mehanespeobaosti ( 1)

da doniraju vodoni kove atome i el ekt r ochaa (2)
breaking functioh , zahval jujul i s heaparenitelelzrana il nastalim fendksil o k a
radikalima; i (3) sposobnosti heliranpgmapr el azni h metal a, | i me se in
reakcije (F& + H0.Y B*e- OH + “OH) (Costa i sar., 2021). Fenolni antioksidansi (PhOH)
ometaju oksidaciju lipida i drugih molekula b
reakciji:

ROO'+ PhOH Y ROOH + PhO (1)

Nastali fenoksi radikali (Ph’bsu relativno stabilni, tako da ne iniciraju dalje radikalske

reakcije. oni |l ak deluju kao terminator.i | a
radi kal i ma. MEEot mmuspodi malrena pri mer usl ed
antioksidanat a, prisustva redoks aktivnih met
mogu da se ponagaju kao prooksidansi (Simil i
Naj vi ge i zul av a ndnjenjg ruupegiedu faetioksidativineh aktiynesti su
flavonoi di . Lesto su prisutni u |'istovi ma, cCVv

p ol o gmstemaa u@jihovoj strukturi, flavonoidi su podeljeni u nekoliko podgrupa: izoflavoni,
flavoni, flavonoli, flavononi, antocijani i halkoni (Panche i sar., 2016). Otkriveno je preko 10 000

razlilitih flavonoida, melLu kojima sSu najpozn:
kat ehol [ drugi (Agati e suadkl ad2@i2ni kI avaknca
formi. TakolLe, oni Ssu |l esto prisutni u for mi

biljaka (Ahmad i sar., 2009).

Sinteza flavonoida se obavlja fenilpropanoidnim ili acetatonatnim putemWestoni

Mathesius, 203. Faktori abiotillakagustsiasa@zuajfl aglomo
dovodi do poveianja njihovog antioksidativno
ozbiljnijeg stresa, | estto vaholhazeinzdaonai nalkt ifva
osnovna strategija odbrane (Agat.i i sar ., 201

stresa tako ¢t-mdikal&ilsagieiniakjsaonikAnjuch i sark, 2011 . Zahvalju
svom redukcionom gencijalu, veoma su efikasni inhibitori lipidne peroksidacije. Mnogi od njih

i maj u ulogu i1 nhibitora enzima |ipoksigenaze,
deri vat e koj Nijveldtidar., @@} Kavanadoimaijulspogobnost deenjaju kinetiku
peroksidacije tako gto smanjuju fluidnost me r
peroksidne reakcijea Ski ewi cz). i sar., 2014
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Kvercetin i njegovi derivati poseduju sposobnost da formiraju komplekse sa jonima metala
kaosgtbakar i gvogle, ¢ tradikata puteenlFentormovemeakeije Agat k h
i sar., 2012). Pored toga, oni ul estvuju i u

1.4.2.2 Askorbinska kiselina

Askorbinska kiselina (vitamin C, engscorbic acid AsA) (Slika6A) ubr aj a se mel
i stragivane neenzimske komponente antioksidat
redukovanom obliku, kao askorbat i nalazi se u svim delovima biljaka, pogoto&im listovima
koji sufotosintetski najaktivniji.

Askorbinskakiselinaz Askorbat + H* (2)

Oko 30i 40% ukupnog askorbatelaziseu hloroplastima i stromi u koncentracijama do 50
mM (Foyer i Noctor, 200b. As kor bat se sintetige u evet ohon
[ e liu apeplastSmirnoff i Wheeler, 2000

Askorbinska kiselinau | est vuj e u brojnim fiziologkim
regulaciju rastnjara z vii f met abol i zma, pri |l emu je njena g
stresaAskorbat redukuje i uklanjamno®OSk a o gt o su si ngl atomradikali s e ot
i hidroksilradikal (Thomas i sar., 1992Askorbatg | ut at i ons ki ci k1l us-, k o]
Asada ci klus, je met ab o l-perik&id, kojpnastaje kao pusproaved w Kk s |
met abol il kim procesi ma. Prvi -kerraks iodvao gd @ i Kd di
askorbatperoksidaza, koje koriste askorbat kao donor elektidnat¢r i Foyer, 1998 Tom prilikom
se askorbat oksiduje stabilan monodehidroaskadrradikal (MDHAY, koji se zatim redukuje uz

pomol Mdowkiaze, kojae lokalizovanau mitohondrijama, hloroplastima, citoplazmi i
mikrotelimad o as kor bata wuz pot r 8mimgfuwhbdeDZOG UdrAgen d a ,
sl ul aj Usponkdigpide | azi u dehidroaskorbat (DHA), Kk
DHA-r eduktaze wuz wutrogak glutationa (GSH), [ i m

redukuje uz -podokt @z et a@)i kamdonosalee MADona ( Negko
2003 Ahmad i sar., 2009

Askorbinska ki s alklonith siobodne é¢pdikale iegeeekisatia-mkoferol
(vitamin E) iz tokoferoksir adi kal a,li obakbeblapguitu [elijske
1992). AsAt akolLe deluje kao kof akt edeepoksalazes(odmdsreoz u
violaksantin:askorbat oksidoreduktaze), koji zajedno sa zeaksgpuksidazom formira deo
ksantofilnog (ili violaksantinskog) ciklusa za kontrolu koncentracije zeaksantit@aplastima, i
na t aj nali e s klesdtice vebkicigndn centara fotosistef8anirnoff, 2000).
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1.4.2.3.Glutation

Glutation Slika 6B) je tripeptid glutaminske kiseline-glutamil-cisteinilglicin) i predstavlja

glavni izvor neproteingkh ti ol a u velini biljnih lTelija. A
tiolna grupa{S H) , koja je reaktivna i ul estvuje u mn
2009). Tiol ima afinitet vezivanja za pozitivno naelektrisane elemente (fiukldoan | e) |, (
omogulava da formira |jake vez edomnantnopresutaalui ma .
redukovanom obli ku (GSH), a najvela koncdentr a
mM) (Ahmad i sar., 2009Wa Sk i e wi ¢ z ).i Pisstam rje i, u cRoPldzei, vakuoli,

mi tohondri j ama, peroksi zomi ma, ewdSbiawmazi lin
2014.

Glutation funkcionige kao ant i egktationdkom s n a
ci klusu, GSH uti bhekonabrmrne¢edukakpuebDBEBAME ki tako

oksiduje u GSSG. Nakon toga se regenerige uz |
elektrona. Centralni nukleofilni cisteinski ostatak je odgovoran za visok redukcioni potencijal GSH

( May i sar ., 1998) . Z a h v al|-gemwlsid | reaguje jneenzimski s& S H
drugim ROS: singletnim kiseonikom, superoksidanjonidroksil-radikalima (Ahmad i sar., 2009;

Wa Ski ewi ¢z ). iCentsalma uloga GSBl 1 4antioksidativnaj b r a n i potile o
Ssposobnosti d a [ni antioksidans, asfoebat greko gskorplatationskog ciklusa
(Negkovil iAhnsac irsar., 20000Wa®0 3k i ewi cz) i Nartaj 204KBin

askorbat p 0 v e z amifna sposabriost Haedetokgikluje hebitide konjugacijom i da
inaktivira ksenobiotike k®trrasnefléer atu kiaod esluwpjs

fitohel ati na, koj i formiraju Wa®tbiewsez psa $a
Fitohelatini su oligomeri glutationa, koji nastaju delovanjem enzima fitohedattaze. Oni deluju
kao helatori i vagni su za detoksikaciju tegki
metale, a zatim se transportuju kroz tonoplaiovanjem AT/ e zuj ul eg Kumarnspor
2029 . GSH takole wulestvuje u regulaciji 1Teli
senescencijea Ski ewi cz). i sar., 2014

1.4.2.4.Prolin

Prolin (Slika 6C) j e neesenci j&sbeling] i ca k] el rsd r akit no
pirolidinskim prstenom nast al igmpop.dOveejedinstvanaj e m
konf ormacija ograni]ava fleksibilnost pol i pe
proteinskih struktura (Lehmann i sa2,0 1 0 ) . Kod bil jaka, prolin s
abioi Hog stresa, gde njegova akumulacija doprinosi osmoprotekciji, stabilizaciji membrana i
ublagavanju oksidativnih ogtelenja, |ime igra
(Bohnert i sar., 1995; Sleator i Hill, 2002).

U f or mi sl obodne aminokiseline, prolin pre
faktora Kkoji se akumuliraju u biljkama,u bakt
nepovoljinm uslovmag iox ne sredine kao gto su suga, Vi so
prisustva tegkih met al a i patogena, anaerobi
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zagalenj a iSarbd¥iisarr, BO9%¢are j Gresq, 1998iripornadulsili sar., 2002). Nivo
akumulacije prolina u biljkama jepeciess peci fi | an i zavi si od int
pojedinim sl ul ajevi nimegmkodhijakh Koje iiastui u kahtoolniin @slovirpau t a
(Verbruggen i Hermans, 20P8

Proinses nt eti ge u meristemskim i u reprodukt: i
Tokom razvoja biljnog organizma u odsustvu st
organi ma. Najvele koliline pr ol imznimsieusemedua z e
a najmanje u korenu. Sadr gaj prolina wu |listo
(Verbruggen i sar ., 1993; Chi Adijgma,itkivibairbijnenk a r |
organi ma j e r eguelliosvaanng ene Lbui soosbinnitne zde , razgr ad

vanielijskog transporta. Pr ol idijsk¢ mmepsagesdkamo z n
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

ul ogu i u s kliazdtdkgoi pa\ aiireduk¢omegnb {BRim i Ebercon, 1976, ¢t o
sve zajedno doprinosi brzom obnavljah@lijske homeostaze.

1.4.2.5.Tokoferoli

Tokoferoli (vitamin E) Elika 6D) su antioksidansi koji se nalaze u svim delovima biljaka.

Postoji | exf oiil, od kophnsaWtao,k of er ol i bi &KénmlElklini naj a
Appelqvist, 1995 Upravo su+okoferoli dominantni antioksidansi u membranama hloroplasta i oni
i maj u najvelu zaslugu u zagtiti hl oropl ast a

sposobnostklanjanjasingletnog kiseonika. Fahrenholzt i saradnici (1974) su procenili da jedan
molekulUtok of er ol a moge da neutrali gedTbRXROfmobekul
funkcionigu kao reciklabil ni terminatori l an|
nastalih oksidacijom lipida (Ahmad i sar., 2009). Qkianjaju lipidne peoksiradikale i stvaraju
tokoferoksilni radikal ki oljtokofesokrealkaifpiy sa askerlmtorkili i r a
drugim antioksidansima (Thomas i sar., 1992).
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Slika 6. Neenzimske komponente antioksidativnog sistema biljakaaskorbinga kiselina;B i glutation;C
T prolin; D T tokoferol; E i karoten. Strukturne formule su konstruisane u softiavin (Chemaxon Ltd
Budi mpegt a., MalLar ska)

1.4.2.6.Karotenoidi

Karotenoidi Slika 6E) su biljni pigmenti koji se nalaze u listovima, aweina, plodovima,

korenovima i semeni ma, [ dajWaSkn ewitoauz, in as arn.d,
i sar.,, 2018 . Po hemijsko] strukturi su izoprenoid
izoprenoidnih jedinica, povezanih na specif a n hamdi i mar., (2018 Imaju ulogu u

apsorbovanju svetlosti, fotosWaS&zewiczrigt st

Karotenoidi su podeljeni u dve grupe: karotene i ksantofile. U karotene sphkimjoten b-karoten
(prekursr vitamina A) i likopen. U ksantofile spadaju zeaksantin, lutein, kapsantin, violaksantin,
kriptoksantin i neoksantirn_@ngi i sar., 2018 | karoteni, i ksantofili su ugljovodonici, atisantofili
sadr ¢ge -drupui ketogrigpu fa kraju prstenabog | e ga s(uangpicdr.201B i j i

Pored toga gto gtiti o fk agrt cett enro gi ndee | wavgamy au |
oksidativnog s bisteeng onjugdanih Wwdupituyezbk ar ot en i ma o
sposobnost dadeneaut kKalsie@ai ki, n kao i da brzo rea

peroksit, hidroksit i superoksid anjon radikali (Stahl i Sies, 2003 U dovoljno visokim
koncentracijama, kar ot e nperoksidnihonpena. S dkzirorda ut i t i t
lipofilni, b-karoten iUt ok o f er o | moadau | esheuvgusui bkdbr ani od
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tako gto karoten potpomage u uklanjanju radif©k
sar., 2014).

1.4.3.Enzimske komponente antioksiativhog sistema biljaka
1.4.3.1.Superoksiddismutaze

Superoksiddismutaze $lika 7A) predstavl jaju jednu od naj v

antioksidativnog sistema biljaka. Glavna ul og
katalizupl reakciju dismutacijelva molekula @& do H202 i O, (Shams i sar., 2024). Vodonik
peroksid se matimazrlazZzgrtelunal i ne wuz pomol di

komponenti Tako su krajnji produkti reakcijeatalazakiseonik i voda, dok del@anjem peroksidaza
nastaju molekuli vodeoksidovani produkti reakcijéAnjum i sar., 2016Shams i sar., 2024). Sva tri
enzimai katalaze, peroksidaze i superokdidmutazé me Lusobno su funkci ona

Superoksiedismutaze pripadaju grupi metaé n z i ma , Koj i sadr ge |
molekulskoj strukturi. Na osnovu vrste metalnog kofaktora, razlikujemo nekoliko tipova superoksid
dismutaza: bakacink-SOD (CuZRSOD), mangas80D (MnS OD) , -$0Do(EeB@D) i nikk
SOD (N+SOD). Izoforme CuzZ+#s0D, Mn-SOD i FeSOD se nalaze u biljkama i algama, dok je Ni

SOD karakteristilan za cijanobakterije. Razl i
u kojima obavljaju svoju funkciju (Shams i sar., 2024) AUthaliang CuZnSOD se nalaze u

hlor opl astima, citoplazmi i melul el Ofishlomptastar o s t
kKoj i nastaju kao nusprodukt fotosinteze -i di s
SOD u apoplastu gtiti | @t iejyedopricosiigniiikacijialneul iojds kookc
zida. MnSOD se nalaze u mitohondrijameroksizomimai apoplastu Ovi enzi mi
mitohondrijalnu DNK i proteine odOSHKosnasthpui vno

elektrontransportnom lancuPored toga, MW6OD zajedns a P OD ul| est v ubl-u u g
radikalaizHOu | el i j skom zi du Fe$ODlseanalazicuhloroplasiraai njihova2 0 0 ¢
uloga je da uklon®” koji nastag u fotosistemima PS!I i PSII (Alscher i sar., 2002; Masjusar.,

2014; Mishra i Sharma, 2019; Zhou i sar., 2022).

Superoksitdi s mut aze se sastoje od proteinskih s
kiselina, a koje su vezane u proteinske komplekse u obliku homodimera, tetramera i heksamera. Ove
subjednc e su vagne za funkcionalno povezi v&Dj e s a
i ma vige subjedinica, od kojih svaka sadrgi |
aktivnosti enzima, dok cink stabilizuje njegovu strukturu i doprinoso| uvanj u f unkc
aktivnog mesta. (Rakhit i Chakrabartty, 2006; Perry i sar., 2010; Mishra i sar. N2®ddola i sar.,

2016; Mishra i Sharma, 2019; Tyagi i sar., 2019). Kod G&0DD, vezivanje02A odvija se u

katalitil kom ¢ eon smenu olksidgvanog p redukoeanog stdnja tokom oksido
redukcioni h reakcij a, | i me se odrgava efikasn
sar ., 2024) . Ova sposobnost j-dismpazd. Kod Cles8@D k od
sukarakt r i st i | n eredukeiome reakcieikajeokatalizuje jon bakra: 1¥'Ge redukuje do

Cu**, dok seOz™ oksiduje do molekula kiseonika; 2) Ewse oksiduje ponovo do €y dok se drugi
molekul O* redukuje do vodondHperoksida (Timari i sar., 2011jeSOD del uj e na sl i
tim da Fé* prelazi u F&" i obrnuto. Ukoliko je u aktivnom delu superokslsmutaza prisutno
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trovalentno gvgl e , enzim deluje kao oksidujuli agens
MeLut i m, u sl ul ajau dovwoavjalemzinmgi mavog&dukuj ul t
produkcije vodonikperoksida. Kod MfSOD, O se direktno vezuje za metalnu komponentu
enzi ma. Nakon g(}ngksimp dopmolekula kiseohilka kdwugyi molekul se redukuje
do vodonikperoks da ( Srnec | S a FSOD, tokoth @IsiYioredukeionsd ciklusaj u N

dol azi do promene oksidacionih stanja Ni]|j u
enzima ol akgava ovaj proces zahval jNigl)igi W koor
Cys(6) jedinicu i molekul vodd”fabhakar i sar., 2006hearer i sar., 2014). Molekul vode stabilizuje

jonske promene na metalnom centru i omogul ava

kljul nu ul ocngh formiranjlevadionikpenoksida Prabhakar i sar., 2006hearer i sar.,
2014).

\ Ys‘\
f”'~ \\

Ssm‘:l\\ \‘

Slika 7. Enzimske komponente antioksidativhog sistema biljakd: superoksiellismutaza (SOD)B 1
katalaza (CAT)C i peroksidaza (POD).

1.4.3.2 Katalaze

Katalaze $lika 7B) su pwi otkriveni antioksidativni enzimi (Mhamdi i sar., 2010). One se
sastoje od polipeptida mase-B0 kDa, koji su organizovani u tetramere, tako da svaki monomer

sadr gi hem prostetil|lku grupu (Regel sberger [
pof i ri nske grale, koji ima ulogu donora elektr

Katalaze omogulavaper clkgzigtadmjtuemodionikt ac
mo | e k u Ipravoddu v@iu i molekularnikiseonild kat al i ti | ki m realacij al
vodonikper oksi da nastaje kiseoni k, a od drugog n
Oba antioksidativna enzi ma, kat al aze i per ok

molekula kiseonika u vodornigeroksidu i formiraju prvi molekulode uz istovremenu sintezu
oksoferil komponente i porfirirkatjon radikala (Kato i sar., 2004).

Katalazes e ugl avnom nalaze u peroksi zomi ma. C
peroksizoma u listovima, kotiledonima, korenu, zatim u glioksizomima i eogapzovanim
peroksizomima (Anjum i sar., 2016). Neki auto

npr. kod kukuruza (Scandalios i sar., 1980).

Kod vrsteA. thalianapostoje tri klase katalaza-(ll), koje odgovaraju genim&AT1, CAT2

i CAT3 (Willekens i sar., 1995; lwamoto i sar., 200CGAT1i CAT3se nalaze na hromozomu 1, a
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CAT2na hromozomu 4Rrugoli i sar., 1996 CAT1je u korelaciji sa klasom IIICAT2sa klasom |,

a CAT3 sa klasom II livamoto i sar., 2000 Katalaze klase | se eksp mi r aj u i skl |
fotosintetskim tkivima, dok su katalaze Il klase povezane sa vaskularnim tkivima. Katalaze lIl klase
su karakteristil|l ne z aWiklemsésarg 1995.r efpr aduwu®ATLI Wdma s

najl egl e eks p rememimaGAT2u fotpsintetekimutkivima, &£AT3u vaskularnim

tkivima. U rozetama zrelih biljaka. thalianasu zastupljena sva tri transkripta, s tim d&Cj&T1
najreli (Frugol i [ sar ., 1996; Mc Cl ung, 1997
cirkadijalnim ritmom (Redinbaugh i sar., 1990; Zhong i sar., 1994).

1.4.3.3.Peroksidaze

Peroksidaze Slika 7C) su ukljulene u mnoge fiziologk

biljaka, kao gto su metabol i zam au gosezivaae for
komponeriti el i j skog zi da, bi osintezakifse omakzdnmish ni
vrsta, rastenje i sazrevanje plodova i odbrana od patogena (Almargo i sar., 2009; Pandey i sar., 2017
Vel jovil Jov a).rPeroksidae imajusé afinitet préntavbddnikperoksiduu odnosu
na katal aze I koriste askor bat viedankpesksidato f i | n
mol ekul a v od strukuramh e lkiajos k g tmo su hl oropl asti,
peroksizomiAnj um i sar ., 2016) . Reakcija peroksi daz
2RH + O Y 2°R2H0 (3)

Tokom reakcije peroksidazidolazi do redukcije vodonikperoksida uz oksidaciju supstrata
koji moge biti fenol ne sédaRH. fommfprdikoro hastagu deatmolekda u r
vode i dva oksidovana produkta reak¢fandey i sar., 2017 Vel jovi |l JoyYanovi i

Redukcija oksoferil komponente kod peroksidaza se, kao i kod katalaza, odvija kroz dva
uzastopna jednoelektronska&a nsf er a, s tim gto se kod perok:
organskKki supstrati, gt o dovodi do generi sa
monodehidroaskorbat kod askoripatroksidazajKato i sar. 2004; Alfons®rieto i sar., 2009).

Peroksida e su kl asifikovane u dve grupe u zavi
grupu (Passardi [ sar ., 2007) . Peroksidaze ko
peroksidaze, alkilhidrperoksidaze, NADHperoksidaze, zastuplienesuufnamm br oj u. Gt
v el i ns kperoksidaza,eame su dalije podeljene u dve velike podfamilije: 1) peroksidaze
ciklooksigenaze (PCOX) i 2) peroksidakeat al aze ( PCAT) . PCOX su kai
ifelije, a PCAT za neatiemklasi fekovanePGATrsuk
tim da je za biljno cHrmgtsarg20@Teognalkitsas.r2002)t Ovdjn a k
grupi pripadaju peroksidaze rena (ermprseradishperoxidase HRP), kikirikija (eng. peanut
peroxidase PNP), soje (engoybean peroxidas&BP) itd. (Cosio i Dunand, 2009). U genosu
thalianap r o n ajd 78 gema za peroksidaze (Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Peroksidaze

kl ase |11 sadr gdg en msnaj o¢ st giodisdfidne nogtdlipjone d e,
kalcijuma. Askorbatperoksidaze pripadaju klasi I, one se nalaze u mnogim eukariotskim
neanimalnim organizmima ukl julujuli i vige bil
enzim je prvi pudciprraom ajlee nu ur agz laiglkiut imlodel j c
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mitohondrije,mikrotela(peroksizomi i glioksizomi) i hloroplasti (Anjum i sar., 2016).tlomlna pH
vrednostzaaskorbpte r ok si dazu | e i askoebihgke kiselime, iZbenzidskoddts u s t
peroksidazesu nestabilni (Anjum i sar., 2016).

U biljnim [ elij amperoksidanpeirnasnb gezragulisamadeoziriskom
aktivnogliu katalaza i peroksi daza. Katalitil
peroksidativni, oksidai v n i [ hidroksil ni ci kl us (Vel j o\

konvencionalne uloge u eliminaciji-B2 i oksidaciji fenolnih jedinjenja u okviru peroksidativnog
ciklusa, POD poseduju kapacitet da novogenerisanje kD> putem jednoelektronske redujeci
molekulskog kiseonika. Ovaj oksidativni ciklus podrazumeva transfer jednog elektrona sa
redukujuleg supstrata (poput pNADH" eHdDiforsfieaiinCo | n i
kao intermedijeri (Veljovil Jovanovil i sar.,

Nadalje, inteakcija sa Qt prevodi feritoblik peroksidae (Fes"=0, ekvivalent Jedinjenja Il)
u reverzibilno inaktivisano Jedinjenje 1l (perfeoblik, Fes*i Oz‘). Tokom hidroksilnog ciklusa, u
prisustvu supstrata i 40>, Jedinjenje Il indukuje reakcije nalik Fent@ v 0| , gener
visokoreaktivne hidroksilne radikalﬁXH).

Konal no, fukcionalna divergencija izmelLu C
svojstvima, odnosno afinitetom prema supstratu. Dok CAT odlikuje visok kapacitet i nizak afinitet,
gt oogurd ava brzu det ok s i aPOD jpasedujuevisik kafinttiet pkema i | i

supstratu i vrge finu modulaciju intracelul ar
Peroksidaze igraju vagnu ul ogu lbokskaaijeldad ol i z
(Pandey i sar ., 2017) . One ulestvuju u oksi d:

zavisnim od vodon#peroksida ili putem nezavisnim od vodofikroksida i zavisnim od kiseonika.
Biljne peroksidaze ivenaijjuu idiome m e AusieBintigeeteaifu & s g .n
ABP) (Gazaryan i sar., 1996). Eksperimenti su pokazahi dav e Ekapmeaija gena za peroksidaze
dovodi do smanjenja sadrgaja | AA, povelane to
korenovaiat varanja stoma kod dwuvana, a da smanj ei
IAA, brzog rastenja izdanaka, sraslih listova i rane pojave cvetanja (Jansen i sar., 2001).
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2. CILJEVI RADA

Naul ni ci | j dokt orske di sekataaci | leorj et ipiraoc
i ol ogki h mehani zama -hiljkedAgudopsig thatiamdL.9 heginh,jsa k o d
ebnim osvrtom na nj egovu potencijalnu up
herbici da. P o ertacgevrdlizovamea kronnekolikopodcilgeval | di s

Procena fitotoksilnog delovanja fl oretina
juvenilnih biljaka A. thaliana u kulturi in vitro; odrelivanje segednje
maksimalne efektivne i dme koncentracije floretina;

El ektrofiziologka analiza efekta floretina
biljaka;

UtvrlLivanje efekata floretina na histologk
tretiranih juvenilnih biljala;

Analiza uticaja fl sihpigmenata, na sadr gaj fotos
Ispitivanje efekata floretina na metabolizam i distribuciju auksina u tretiranim juvenilnim
biljkama,;

Procena uticaj a floretina na antioksida
aktivnos t i / s a ehezignskjh a enzineskih komponenti antioksidativhog sistema, kao i
primenomin vitro i in silico analiza enzimske kinetike;

Analiza stabilnosti floretina u hranljivim podlogama;

Ispitivanje procesa usvajanja i metabolisanja floretina udretn juvenilnim biljkama.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. BILJNI MATERIJAL I USLOVI GAJENJA in vitro

3.1.1. Gajenje biljaka Arabidopsis thaliana(L.) Heynh. radi prikupljanja
semena

Za potrebe eksperimenata ove doktebbilkeke di
Arabidopsis thaliangL.) Heynh., ekotipa Columbia (C@l), koja su proizvedena na Institutu za
bi ol ogka istragi ganljrmmstASiuntiugaodStmakioowrndl nog
Univerziteta u Beogradu (IBISS). Radi prikupljanjaodgar aj ul e kol
gajenjeA. thalianao bav !l j eno j e u

.

il i ne seme
proleile 2021. godine u

Slika 8. Gajenje biljakaA. thalianau st a k|l en o] bagt i Ari duweniinghijkeluwapdj j anj
vegetativnoj fazistare 15 dand@, C i1 Biljke u fazi cvetanja stare oko mesec ddba; Biljke sa silikama u
sazrevanjuE i Sakupljanje semena u papirnim kesaf#;Silike sa zrelim semenima.
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Semena su posejana poletkom mar ti@g50il4d> kt no
16 cm, koje su bile ispunjene komercijalnim supstratom za Bileagard BlumenerdéOldenburg,

Nemal &Ewapstrat se sastojao od visokokvalitetno
treset a, kompl eksnog orAguarPlik o ojliubi ievapovek aa
zadrgavanja vode, kao I guano Lubriva, koj e

hranljivim materijamaPr os el na dnevna temperatura u staklI e
a relativnaavlok@n oddDtw.vdNzadwdnj avanje je obavl |
su da nilu sedam dana nakon setve, a njihov

Prorelivanj e | uv e nSliKa8A). Nakdinimesecadana gajenja, eljkezsa g @ Ineo | €
cvetanje $lika 8B, C), dok su se krajem maja formirale i sazrevale silike sa semeSika 8D).

U tom periodu, biljke iz jedne saksije podel]
sprel|l avanj a rShka8EpMakon mstasljenjapapiaih kesa obustavljeno je zalivanje.

Kada su se sili kSlika@F) potbpun&ket isuovugiell enEe 1 zna
mat erijalom su sakupljene i ostavljene da se
pum prosejavana kroz sito radi u k |IEppendaftagicai ne | i
Falconepr uvete i |l uvana u mraku, na sobnoj tempe

3.1.2.Priprema hranljivih podloga i laboratorijskog pribora za rad u kulturi
in vitro

Kao osnovna hranljiva podloga za gajenje juvenilnih biljakéhalianau uslovimain vitro,

koriglena je modifikovana Murashige i Skoog
mineralnih soli (Murashige i Skoog, 1962) i vitamina (Linsmaier i $kat065) Tabela 2.
Hemi kali je za spravljanje rastvora za hranl]j

Centrohend.o.o0.(Stara Pazova),achner( Ner at ovi ce, Merc§ KGaA(uanstadh | i k a
N e ma | Supejlab(Beograd),SigmaAldrich (Saint Louis, Misuri, SAD)T.T.T. d.o.o(Novaki,
Hrvatska) iDuchefa Biochemi€Haarlem, Holandija). U zavisnosti od potreba eksperimenta, ¥2MS
hranljiva podloga bila |je énbzidpmi(1€hmg '3Jgmg w/ v )
Aldrich, Saint LouisMisuri, SAD).

Pre autoklaviranja podegena je pH vrednost

NaOH (Lachnet Ner atovi ce, Legka Republi ka). Za pot
(Torlak, Beograd, Srbija) u koncentraciji od 0,8% (Jy/koji je dodavan neposredno pre procesa

sterilizacije.Hranljive podloge su sterilisane u autoklaRaypa® AE75 Bar cel ona, Gp
temperaturi od 114AC i pod pritiskom od 80 kPz:
(50°C), 2MShan!|l ji va podl oga oSigmgadiich, Baint ows, Midurg 8A4D} i nor
radi postizanja finalnih koncentracija od 125

floretina (1,5 M) napravl j en-gjfaksidu @8M$SO;Duchefan | e m
Biochmie Haarlem, Holandija). U kontrolnu hranljivu podlogu dodat je DMSO radi postizanja
identi|lne koncentracije od 0,1% (v/v) kao u
sadrgale po 15 mL hranljive podloge.

Laboratof sko posule, nEpendarfiuloice sterilesanipsu y autbkéavuipod
istim uslovima kao i hranljive podl oge, a zat
bile opremljene elektronskim ter merneepgealurai or o1
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trenutne

temperatur e,
i nastavci

SterilneEppendordt ubi c e

GmbH

B¢echenbach,
Steril

ventilacioni otvor 12 0 %.

Trgil,
50%.

Tabela 2.Sa d r § a jnih soli (Merashide i Skoog, 1962)itamina (Linsmaier i Skoog, 1965) u 2MS

hranljivoj podlozi.

Srbija)

no
S a

kao [

Makroelementi

Proi zvolal

Koncentracija (mg L)

NHiNOs Centrohem 825
KNO3 Centrohem 950
CaCh x 2H0O Lachner 220
MgSQ; x 7THO Merck 185
KHPOy Lachner 85

Mikroelementi

Proizvolal

Koncentracija (mg L)

MnSQy x 4H,0 Superlab 11,15

ZnSQ x 7H,O Lachner 4,30

H3BOs Centrohem 3,10

KJ Superlab 0,415

NaMoOs4 x 2H,0 Merck 0,125

CuSQ x 5H,0 T.T.T. d.o.o. 0,0125

CoCk x 6H.0 Merck 0,0125

Kompl eks gvogProizvolal Koncentracija (mg L™?)
NaEDTA x 2H,0 Lachner 18,60

FeSQ x 7H,O Lachner 13,90

Kompleks vitamina

Proizvolal

Koncentracija (mg L)

Vitamin B1 Duchefa 0,05
Vitamin B6 SigmaAldrich 0,25
Nikotinska kiselina Signa-Aldrich 0,25
Glicin SigmaAldrich 1,00

3.1.3.Sterilizacija semenaA. thalianai uslovi gajenjain vitro

Rad sa

vazduha (laminafTermovent
upotr eb oSteriMpg rHoll andi j a) ,

| i me se
Hemija d.o.o.

Z a

omogul ava

Gabac,
sterilnom dejonizovanom vodom |

preliglavanje Mibi-Q¢WMegkeMiipores k iFm af ik If tu e pdtoma e ma |

br za

Srbija)
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biljnim materijalom vrgen
Ugice) . | n sut gtedlisa@i né visoknj atempertdri
koji sadrgi

et

digitalnim
z a MgmmpreUNeL6@emengrt e n i

Nemal ka) , empeaaturss B@® d/erhe 20 hp ar a
st akl e n oSSN3OG\Uniseleksrikne gt e
konst ant n{fCnvrema8haverntilatiorp @vora me t

t aj me

asep

kerc@mi |
A. thalianastesilsama su 8 komerdijdinbjz a c i
varikini (4-6% NaCD; Lavex Varikina) Lavazza d.o0.9.Novi Sad) i 96% etanolibrka Pharma
primenjenim
roi

odnosu
migtema .



sterilisana u autoklavRaypa® AE7§ Bar cel ona, Gpanija) na temper
od 80 kPa u trajanju od 25 minufdakon sterilizacijesemena su preneta na prethodno sterilisani

filterr-papir, a odatle su vrhom sterilnog skal pel a
pod stereamikroskopomCarl Zeiss J e n a, Pblekotigelssksan)enima fiksirane su papirnom

trakomkk o bi se sprelilo inakapeénanproees u emlagd me z
od tri dana, u frigideru na 4AC, radi sinhron

vertikal ni pol ogaj na pkostariji za gaerieiljnihd&udtrd sa yslovima p o
dugogdana (16h8 h svet | ost / misd) kkpnstd8nthoni\tenteraturom bd 2f+ 2°C.

U sl ul aju t el ni HEppehdorfiubitejsa sterilisanip secthéniong @motane su

u aluminijumskufoliy i dr gane u frigideru na 4AC radi h
Ssu pipetom prenogena u erlenmajere sa telnim
or bi t al KuhneriShakek ) Kuhnef AG Basel , Gvaj cabrdnbmgd 95 a Kk ¢
obrtaja u minuti (engrevolutions per minute r p m) [ pr el mshaking diametgrb i t e
standardne veliline od 25 mm, | i me je obezhb

kiseonikom. Erlenmajeri sa juvenilnim biljkama osvetfjavsu neonskim svetlima intenzit&3a +
2 ¢ m'é 4 !sarotoperiodom 16Bh (svetlost/mrak Temperatura vazduha iznosila je 25 + 2°C.

3.2. MORFOMETRIJSKA KARAKTERIZACIJA JUVENILNIH

BILJAKA
321Anal i za wuticaja f | or etarametrejavanilnkhl i j a |
biljaka
U cilju ispitivanja fitotoksilnih efekata
tokom rastenja I r a Avthaliaman ai $ kr sf amahMSshr saeme
sa ili bez dodavanja saharozeimmo zi t ol a . Podl oge su sadrgal e
125, 250, 500, 750, 1000 i 1500 OM, kao gto |

parametrima juvenilnih biljaka prikupljene su u ranoj vegetativnoj fazi, nakon 5, 10 i &5odian

pol et k aEkkperimerdja poaovljen 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 i spi tivlainop ojve cimre alsideaNilg M3E(leial Yetwlar,

N e ma) digielnim fotoaparatonNikon Coolpix 450¢Nikon Tokyo, Japan). U programimageJ
1.53e(Microsoft Java 1.8.0National Institute of Health S A D) merene su dugin
najdpgeagog | ista svake juvenilne biljke. Du g
pri marnog kor enda,hiap okwdgiina I|diésthaasthgadana adjkijanjg, e g
dugina juvenilnih biljaka rad |laodd@Ehealdetkutja r an |
u kojima su gajene, te |magedliS5Zepoogeamnij ei de gb in
l z tog razl oga, dugina korena je merena rulno
vodom ispod koje je postavljenng i r na crnom papiru. Br oj I i st
petnaestog dana tretmana.

Procent. inhibicije (%) dugine k dbaofermui: i du
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Procenat inhibicije (%) =1f L / Lk) x 100 (4

gde je

Li=dugina korena il i naj du gigom trétmasuflaretipooiyw €25 | ni h

250, é, 1500 OM},

lLk= proselna dugina korena il:i l i sta kontrol ni

Broj bolnih i advent i v ninikroskopan arliZeiss alderneal, e M\ ejmm=a
Procenat inhibicije (%) bolnih :korenova iz

Procenat inhibicije (%) = ¢Nri/Nk) x 100 (5)
gde je:

Ni= Dbr o] bol nitthonk adrreentomvaan un af | ox{82b noM50upME ] 1 8B i

Nk= prosel an br o] bolnih korenova na kontrol ni
Procent juvenilnih biljaka koje su formirale
formuli:

Adv (%) = nav/ N x100 (6)
gde je

Adv (%) = procenat juvenilnih biljea sa adventivnim korenovima
Nadv = broj juvenilnih biljaka koje su formirale adventivhe korenove

N = ukupan broj juvenilnih biljaka po tretmanu

Broj listova u rozet{bez kotiledonaprebrojan je pod steremikroskopom Carl Zeiss Jena,
Ne ma | k a)b5 dana &dklijanjd

Deformacije korena koje su bile posledica
svrstane u nekoli ko kategorij a, a zatim je 1i.:
tretmanima (koncentracijama floretina), za svgko s mat r anu vr emensku t al |
prema sledeloj formuli

Dk (%) = (ck/ N) x100 @)
gde je
Dk= procentualno ulegie juvenilnih biljaka sa
k= broj zabelegenih juveni |l kategorijg;i | j aka sa def

N = ukupan broj juvenilnih biljaka po tretmanu.
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l zralunavanja gravitropskog indeksa i zvr ge
Kori gl enj elmagedn.63gizmaerema je vertikalno pravolinijsko rastojanje od osnove do

vchakoena (Ly), kao i stvarna dugina korena (L)
izralunat je za svaku juveni |premanietodGrakovisproj e di
(2005)

VGl=Ly:L (8

Nakon produgenog tretamamrabel egenenjswu ondr 2 §
listovima i korenu biljaka, kao i pojava cvetnih stabljika. Biljke su slikane pod lupeisa Wild
M3Z digitalnim fotoaparatonNikon Coolpix 450@Nikon, Tokyo, Japan

U cilju analize uticaja floretina na rastenpirast masg@uvenilnih biliakat r et i r ani h i s
putem korena, semera thalianai skl i javana su u Petr.i kutijart
floretina. Sedmodnevn@venilne bilkepr ebal ene su u staklene tegl
sadr gl enLpd v ste I MS podloge obogalene fl or et
500 i 1000 OM. U s v a kjuyvenitnia biljakap ¢ lejbia\V iem ou 1j &n jpan
hranljivu podlogu uz pomol dugal ktektsapadlogen.e , n
Ovim postupkom jovbnéne bilgdoesrt v ajre d&adnt akt sa fl or e
korenovog sistema. Eksperiment je postavljen
(koncentraciji floretina) (n=20). Nakon28d¢an i zvr gena |je Vvizuelna pr o
digitalnim fotoaparatonNikon Coolpix 450@Nikon, Tokyo, Japan) zatim su izmerene n&selih
biljaka, kao i pojedinal ne mas e Balamcedmlytic ABJi z d a
220-4M (Kern, Bal i nge.n, Nemal k a

3.2.1.1.Analiza podataka

Podaci dobijeni merenjem morfologkih par
analizom varijanse (ANOVA) u prograngtatistica( St at Soft I nc., SAD), a
vrednosti procenjens u F i gpesthootiemt om naj manj @gFnahajrdes I
significant differenceLSD)s a ni voomPz@Gb] aj nost i
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3.3. ELEKTROFIZIOLOSKA ANALIZA EFEKTA FLORETINA
NA EPIDERMALNE CELIJE KORENA

Radi ispitivanja inicijalnog odgova korena juvenilnih biljakaA. thaliana na floretin,

me mbr ansKki potencij al epider mal ni h felija k
intracelularnih mikroelektroda. /MAithdlignanal vnrastteorji
¥%.MS hranljivoj palozi uP et r i kutijama postavljenim verti
(Poglavlje 3.1.3). Za ovaj eksperiment korigl

331lPostupak el ektrofiziologkog merenj

Za potrebe el ektrofi zi celekgpdrmeantalnandkaomeritg ad Kk o
pleksiglasa (Institut za nauku i tehnologiju Austrije, Klosterneuburg, Austrija) koja je fiksirana na

postolusad® mehani | kim mi kromani pul at Glik@e9dn, i kawme gt e
ranijjeopisanouraduFriml sar . (2022). Komorica je napunjer
rastvora (engbasic salt mediupB S M; pH 5, 5). BSM je pripremlije
CaCk i 10 mM KCI razblagivanjem do kidaMiKd.h kor
Pojedinalne juvenilne biljke prenogene su, Z
gajene, na staklenu predmetnu mi kroskopsku pl
uklonjen kako bi slobodan deo korena mogao biti direktnojuem u el ekt r of i zi
Pojedinalne juvenilne biljke dodatno su fi ksi
zajedno sa hranljlivom podlogom da bi se izbe
u epidermis korena. Deo mikrogke k e pl ol i ce sa korenom uronjen
da je nivo telnost.i dosezao do hipokotila ju
horizontalnog steremikroskopa [eitz, Wetzlar,Ne ma | k a ; uvelanje 16901 ) u
3-D mikromanipulatora l(eitz, Wetzlar,Ne ma). k @ o0j edi nal ne juvenilne

aerisanom elektrofiziologkom rastvoru oko 20 |
Aeracija elektrofizi ol ogk ®megnjamarmnbranskog potemcijala leakop r i |
bi se izbeglo narugavanje njegove stabilnost.i

Membranski potencijal korena meren je konvencinalnim ststairohloridnim (AgAgCI)

nepol arigulim mikroelektrodama, koj e s u izr
filamentom GB150F,Science Products Ho f h e i mpa vértkamarh gusernu700C David
KopfInstruments Tuj unga, Kali fornija, SAD) i napunj e
je bila od Ag/AgCIgi ce koja je uronj enjenu rasvopomad vt KCl, hu ¢
nastavkom od porozne kerami ke, | i me je obezb
komorici.
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Elektrofizioloska postavka

At — Arabidopsis thaliana

K — eksperimentalna komorica
M — mikroskop

ME — merna mikroelektroda

RE — referentna elektroda

Slika9.El ekt r of i zi AT dydnina lgljkad.tthaliariapostavljena je na staklenu predmetnu

mi kroskopskurphpkehauu eksperi mental nu komobasiccu (K
salt mediumBSM). B i Juvenilna biljkaA. thaliana(At) uronjena u eksperimentalnu komoricu (K) pre
umetanja merne mikroelektrode (ME).

Merna mikroelektroda fiksiranpe na nosal , |l ija je po-zici)]j
mi kroskopom uz p-bmkrdmanipelétaaslikd 9k Blektro8e su povezane preko
girmovanog kab IBBAIEGP ApmdifjealLMC 608 1INa&tiomal (nstrumentsAustin,
Teksas, SADvelikog ulaznog otporaii(1°0) koj i j e uz DpPAQmMablackhu3D k a1
LV, National InstrumentsAustin, Teksas, SAD) LabVIEW 7.1pr ogr ams kog paket
izmerene vrednosti membranskog potencijala u mV na svakih 12 ms. Membranski potesrajal
je tokom 30- 60 s nakon insercije mikroelektrode, sve dok nije dostignut stacionarnisteagdy
stat nivo.
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3.3.2.Ispitivanje efekta floretina na membranski potencijal korena

Nakon uspostavljanja stacionarnog membranskog potencijaldsueleo f i zi ol o g k i

zrele zone korena, u blizini mesta insercije
(0,25 M il:i 0,5 M) |l ime je postignuta konal n
Mati | ni rastvemil jBhor eswui rkaor p il @orka Pharm@Hedtija ( v / v
d.o.o0o. KoGabathni tretman sadrgao je etanol u
odgovaral o koncentraciiji etanola u tredalimani ma
etanol je izabran kao optimal an rastvar al za

merenja membranskog potencijala. Za razliku od etanola, DMSO, primenjen u istoj koncentraciji od
0,1% (v/v), dovodio je do pojave nepravilnih i nerepkitynih signala, te je stoga ocenjen kao
nepogodan za upotrebu.

Promena membranskog potencijala praliena je
nakon dodavanja floretina (tretman) Pl et an
membranskpotencijal kod pet juvenilnih biljaka za svaki tretman (kontrola i floretin), sa po jednom
insercijom mikroelektrode po biljci.

Za wutvrlivanje znal ajnost:i razlika u ampl.
je Studentov-test Statistical StatSoft Inc., SAD).

3.4. HISTOLOSKA ANALIZA KORENA JUVENILNIH BILJAKA
341Anali za histologke organizacije pr.i

U cilju ispitivanja potencijalnih promena u strukturi korena na tretmanu floretinom, juvenilne
bilike A. thalianagajene su veiktalno u Petri kutijama na ¥2MS hranljivim podlogama (kontrola i

500 OM floretin). Za potrebe analize histolo
pri kupljene su svege juvenilne biljke nakon 5
fotografisane pod svetlosnim mikroskopdmiovert(Carl Zeiss J e n a, Nemal ka) ne
| zmerene su dugine korenove kape, meristemske
5 dana u softverimageJ 1.53eUzorci korena sakupljeni sa dva nezavisna eksperimenta (10

juvenilnih biljaka po tretmanu u svakom ekspe
korenove kape, meri stemske zone i zone izdugi

Studentovint-testom nezavishiuzoraka u programstatistica(StatSoft Inc., SAD).

3420drelivanje veliline i distribuciij

Potencijalne razlike u zastupljenosti amiloplasta u vrhovima primarnih korenova kontrolnih i
tretiranih biljaka, ispitivanewsna juvenilnim biljkama starim 10 dana, gajenim na hranljivim ¥2MS
podlogama (kontrola i 500 uM floretin) u vertikalno postavljenim Petri kutijama. Za bojenje skrobnih
zrna koriglien je Lugol ov dodidataypmorn ek @) FEedkapl ad a ,
ovog rastvora stavljana je na staklenu mikr o
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vrhovi bili uronjeni u kap Lugolovog rastvora i inkubirani su najmanje 10 minuta. Za odbojavanje
kori gl ena | eKaglenli altsatthick bleatr (Enkeksnkamyalstanbul, Turska) (80 g
hloralhidrata, 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 mikroskopomxiovert(Carl ZeissJena, E ma| ka) na uvel anji ma 2

3.5. ANALIZA ULTRASTRUKTURNIH KARAKTERISTIKA

MEZOFILNIH CELIJA

U cilju utvrlLivanja efekata floretina na u
A. thaliang juvenilne bilijkesu gajene vertikalnna | vr st o] I MS hranljivoj
OM floretin) u Petri kutijama. Uzorci l i stov

nakon 10 i 28 dana tretmana.

Svegi |l istovi su seleni na fr agmeoppoeedudie bl |
pripreme uzor aka z a el ektronsku mi kroskopi j
glutaraldehidom $igmaAldrich Biochemie Ha mbur g, N e miaakodilatnom pufemua t r i
(0,1 M, pH 7,2) SigmaAldrich Biochemie Ha mbur g, RCeuntrajdnjk ad) 4 hnNakort

fiksacij e, uzorci Su i sprani istim puferom u
2% rastvorom osmijurtetroksida GigmaAldrich Biochemie Ha mbur g, Nemal ka)
kakodilathom puferu tokom 2 h na 4tCa d i dodatne fiksacije {lelij
uzorci postepeno dehidratisanal keédoi mom Poasz
dehidrataciji, i zvr geno jAsalditadAgan PcientiegmRptreerhamz o r a k
Velika Britani j a) . Kal upi s u UEG(leeani Wat £ amj k Ne ma in& @

debljine 1 um. Dobijeni preseci su postavljeni na predmetna stakla i obojeni katjonskom bojom
toluidin plavim isher Scientific Loughborough, Velika Britanija) i posmatrapod svetlosnim
mikroskopomOlympus CX41O0lympus Europa SE & Co. KG Ha mbur g, Nemal ka) .
svetl osnom mi kroskopu odabrani su del ovi kal
presecidebljine560 00 nm st avl j ani ikenuastinaai sttndakdaompreceduanore,§ i ¢
uranilacetatom Agar Scientific Rotherham, Velika Britanija) i olovoitratom @gar Scientifi¢
Rotherham, Velika Britanija). Snimci preseka listova su dobijeni na elektronskom mikroskopu
Philips/FEI CM12(FEI,End hov e n, Hol andija) na Biologkom f
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3.6. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE FOTOSINTETSKIH

PIGMENATA
3.6.1.Priprema uzoraka i postupak ekstrakcije

Juvenilne biljkeA. thalianag aj ene su u telnim | MS &aiB0@nl j i
OM floretin) kao gto je prethodno opisano (Po
ponavljanja za svaki tretman (floretin i kontrolu). Nakon 5, 10 i 28 dana tretmana, sakupljeno je po
50 mg svegih nadzemamkda (dkkddvavegturviemidmglki )b.i |4t
biljaka nakon 5 dana tret mana, o dmkaogkapopCarl nad z
Zeiss( J en a, Nemal ka) . Uzorci (50 mg) su homogen
d o d a v a ngarotaklesgemlehnogas ABeograd), a zatim ekstrahovani u prisustvu 1 mL 80%
(v/v) acetona Zorka PharmaHemija d.o.o. Gabac) . E k s t Bpekdoritubice,ula o d |
zatim centrifugirani u trajanju od 10 minuta na 13 0@(5430R EppendorfHa mb ur g, ).Ne ma |
Supernatanti sHppepdofe bai eri i ul nDoaai na | edu do

3.6.2.Spektrofotometrijska analiza

Koncentracijdotosintesk i h  p i g me mje spaktrajotbmedrifsicom metodom koja se
zasniva namer enj u apsorbanci ekstrakata na tal asn
Optimalni opseg apsorbanci (603, 8 ) postignut je razblagivanje
(ZorkaPharmgHemijad.o.o. Gabac, Srbija). Za danaidedntodms i k u |
je bio 2:1 (500 pL ekstrakta i 250 uL acetona), dok uzorci koji su prikupljeni nakon 5 dana tretmana
ni su razblagivani. Merenja su izvrgena u tri
Agilent 8453 UWisible spectrophimmeter(Santa Clara, Kalifornija, SAD).

3.6.2.1.Analiza podataka

Koncentracijahlorofilaai b i karotenoida (karoaf@end&oiriléam
sledelih formula (Lichtenthaler, 1987):
Ca (ug mLY) = 12,25 Aes2i 2,79 Assss 9
Cb (ugmL™) = 21,50 Asss T 5,10 Ases 2 (10)
C(x+c) (ug mL?) = (1000 Ao 1,82 Gai 85,02 M) / 198 (11
C(a+b) (g mL?) = 7,15 Ases 2+ 18,71 Auss (12
Pri je:emu
Caisadr gajahlorofila

Cbisadr gajbhl orofil a
Cxtc)isadr gaj lktdfl@at ena i ks

Cl@tb)isadr gaj wukupni h hlorofil a
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S obzirom na to da su koncentracije iz formuldd§ i zr agenepwue Ogl unriav .
mgmg'svege mase tkiva izvrgeno je na sledel.i n a

C=(GxVxR)/m (13)

Pri |l emu | e:

C1 koncentracija u pug ot

Cx 1 koncentracija u pg mt

V 1 zapremina ekstrakta (mL)
Rifaktor razbladgenj a

m1 masa uzorka (mg)

Dodatna dva parametra dobijena su na osnovu formula:

Odnos hlorofilaai b= Ca/ Ch (14)
Odnos ukupnih hlorofila i karotenoida =a3{) / C(x+c) (15)

Razl i ke i zmel u kacemtrdciefotosmteskilr ppgthenata kod kontrolnih i
juvenilnih biljaka tretiranih floretinom procenjene su Studentoti@stom nezavisnih uzoraka na
ni voi ma z nPxl085im<0001, u pragram®tatisica (StatSoft Inc., SAD).

3.7. ANALIZA SADRZAJA I DISTRIBUCIJE AUKSINA
3.7.1.Kvantitativna analiza auksina i auksinskih metabolita

U cilju ispitivanja efekata floretina na metabolizaminBa i r | et ne kndokd!| i ne
acetic acid IAA), juvenil ne bi Il Jj ke su isklijavane i1z semene
podl ogom i gajena tokom 5 dana, nakon | ega s
DMSO (kontrol a) u trajanju od 2 i 6 h.- Odva
mikroskopom Carl Zeiss Jen a, Nemal ka) . Svaki uzorak sas
korenova 200 juvenilnih biljaka iz tri nezavi
s u odmah zamr z nutNMessan Tehnedas ADBeogaad, oSy a | i | uv a
| aboratori j sk @80 °Cz(dondic £ab ULA |UASQ Waarlgse, Danska). Liofilizacija
uzorakasprovedenge u liofilizatoru Lyovac GT2/04%Leybold ( Fr enkendor f |, Gvajc

suzatim| u v aBEppendortubicama upakovanimwakuum kesice u prisustvu silika geha, sobnoj
temperaturi.

Kvantitativna analiza IAA i njenih metabolita z v r j@ @ rsaradnji sa Institutom za
eksperimentalnu botanikin§titute of Experimental Botany, Czech Academy of Scie@tasouc,
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Legka liRepimemomultree f i kasne telne hromatograltfai j e s
high performance liquid chromatography with tandem mass spectroniigtiy’LCi MS/MS) prema

met odi koju su opisald.i PDnl i k | staantadilata (eng. ( 2 0
anthranilate ANT), indol-3-acetamida (engndole3-acetamide IAM), indol-3-acetonitrila (eng.
indole-3-acetonitrile 1AN), indol3-piruvata (engindole-3-pyruvic acid IPyA), triptamina (eng.
tryptamine TRA) i triptofana (engtryptophan TRP)nabavljenisuo d p r o i SgmaAldrech a
(Saint Louis, Misuri, SAD), dok jeksindot3-sirl etna kiselindeng.oxindole3-acetic acid OxIAA)
nabavl jena Olchenpmlad zee@l a| Re publ iAR-agpartatEhgadolel a r d i
3-acetylaspartate IAA-Asp) i IAA-glutamat (engindole-3-acetyl glutamatelAA-Glu) sintetisani

su na osnovu modifikovanih metoda |1l i sar
Sandberg (2001).

Zamrznuti uzorci korenova i izdanak@em | esuha | ed r adi sprel a\
degradaci j e, a zatim ekst r-tosfabnegapofera (50 mM, pZ,0,r a s |
4°C) kKoj i j e s)andtrijymado e® j 1 @i { wbkar bamat a. Svako

interni s t a nsthl@lmind izotominbaefIC&IAAe hHCJANT, [2Hs|TRA, [BCelAM,
[13Cs]OXIAA, [ 3Ce|IAA -Asp, [FPCe]IAA -Glu (2,5 pmol po uzorku)?H4] IPYA, [**Cs]IAN (5 pmol

po uzorku) i fHs|TRP (50 pmol po uzorku). Uzorci su homogenizovani upotrebom laboratorijskog
mlinaMixerMill MM 301 (RetschGmbH Haan, Nemal ka) na frekvenci
uz dodavanje granula stabilizovanog cirkonijonk si da pr el ni ka 2 mm. Bi |l |
na#C uz stalno meganje t okomta,2P000ngnadC)a ,i cpernetlriig
ekstrakcijominaime 3 R/HE ;s dokmifphgade &xractiorn. Prel|liglavanje
i z v rjguezn op o mo MultlSadedipa koj e su pripremljene u skl
isar. (2012). Kolonesssadr gal e dva tipa ekstrakci@®bDBA sor |
XC (EmporeE, 3ME).

Iz svakog ekstraktazdvojenaje zapremina od 200 uL, koja je zakiseljena do pH 2,7
dodavanjem 0,1 M HCI (~100 pL) i alikvotirana u kolokultiStage Tip kojaje bila aktivirana sa
50 pL acetona (centrifugiranjem na 2200 rpm, 10 minutg),450 uL metanola (2200 rpm, 15
minuta, 4C) i 50 uL vode (2200 rpm, 10 minuta}@). Nakon dodavanja uzorka i centrifugiranja
(3400 rpm, 25 minuta,’@), kolona je ispranaas 50 OL 0, 1% (v/v) sirietr
minuta, 4C), a zatim eluirana sa 50 pL 80% (v/v) metanola (3400 rpm, 15 mirfi@a, @rugi deo
od 200 pL ekstrakta derivatizovan je dodavanjem 100 pL 0,75 M cisteamina (pH 8,2) u cilju
konvertovanja laltme IPyA u njenu stabilnu tiazolidnu formu IPyPAZ (Novak i sar., 2012). Nakon
15mi nut ne inkubacije, podegen je pH wuzoraka n:
navedeno. Oba eluata su spojena tapednu vkjab
1 20°C do analize LEMS/MS.

Za potrebe kvantifikacije I'AA i njenih met
ML mobilne faze neposredno pre LEIS/MS analize. Za analizu je upotrebljen siste20 Infinity
LC, koji je biopovezan sa masenim detektorom sa trostrukim kvadrup@é@® (TripleQuadrupole
LC/MS i opremljen sa sistemimdetStream Dual lon Funnel(Agilent Technologies IncSanta
Clara, Kalifornija, SAD). Po 20 pL svakog uzorka injektovano je u revefamoukolonu Kinetex
C18100A dugina 50 mm, prel ni k Phedomemer IncToreahce,| i n a
Kalifornija, SAD) . Anal i ti su el uirani t okom
kiseline (0,1% (v/v)) u odnosima 5:95 do 35:65 u linearnom gradijeatkoiNtoga je kolona isprana
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sa 100% (v/v) metanolom tokom jednog minuta i
Prot ol na flew ratgtakont amalize iznosila je 0,5 mL mina temperatura kolone %0).

3.7.1.1.Analiza podataka

Analitisu kvantifilekpemnidi kadamjsai vVkggstpraki h
multiple reaction monitoringMRM) prelaza prekursora i odgovarkjuh j ona p demjerz vod a

optimal ni h energija sudara [ VI emeanaalizma dr g a
k o fehjgm softveraMassHunter(verzijaB.05.02 Agilent TechnologiesSanta Clara, Kalifornija,
SAD), a jedinjenja su takolLe kvantifikovana st

i Foster, 1940).

Efekat tretmana, koji se adsi na povea nj e i | i smanjenje sadrg
i zr al un kenjemjsledeekformuie:g

Efekat (%) = [(A/ Ax) -1] x 100 (16)
Pri je:emu
Ar=sadr gaj | AA/ metabolita auksina u izd@pMi ma
floretinom
Ak= sadr gaj | AA/ metabolita auksina u izdanci ma
|l zral unat i Isnja(¥itiionagenjd is)Japlawyej a met abolita a
i korenovima juvenilnednbbsltjakadr Baghi knet abme

i kontrolnih juvenilnih biljaka procenjene su Studentoviestom 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 uti caj ArnhalitnaDR5ew.GHP.a , K ¢
Juvenilne biljkeA. thalianaDR5rev::GFP i CaoD isklijavane su izemena i gajene vertikalno na

| vrstoj I MS hranljivoj podl ozi u Petri Kutij
(kontrola). Po 10 juvenilnih biljaka postavlj
u dva nezavisna eksperimerfta= 60). Nakon 5 dana tretmana, korenovi su odvojeni od ostatka
juvenilnih biljaka i postavljeni na mi krosko
pokrovnim stakI| om. Nati vni preparat.i kieg en a

konfokalnog sisteméeica TCS SP5 I kombinaciji sa_eica DMI 6000invertnim mikroskopom
(Leica MicrosystemdletzlarNe ma | ka) o pr e mIHC¥PLARO G51(.0exR.40iDRY m

UV. Snimanje fotografija obavljeno je sekvencijalno, na dva kanala. Z@tatiju GFP proteina
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kor i gArgom ajseer , koji je emitovao talasnu dugini
duginab5868 BM0 Drugi kanal |je predstavigamio tra
otvor (engpinhole za detekcijlGFP pr ot eina bili su konstantni
ofset (eng.offse): -30, otvor: 78,8 um, 1,49 arbitrarnih jedinica (AJ)). Slike su snimljene sa
digitalnim uvelanjem 5, Ihe dverag® ol 5. Slike s lkyenensap r o s e
izvezene pomla softveraleica Application Suite Advanced Fluorescence 2.7.3.9I28ca
MicrosystemsWetzlarNe ma | k a) .

3.7.2.1.Analiza podataka

Ukupna povrgina GFP fluorescentnog signal a
su korij enjem softverémageJ 1.53eSrednji intenzitet fluorescencije meren je kao srednja vrednost
sive boje (engnean grey valuepo regionu od interesa (emrggion of interest ROI) korigovana za
pozadinski signal. ROI je definisan kao oblast koja jeholbuat al a bol ne strane
api kal nog mer listlearai, fédlijasiéldnpl i eeptralnom delu vrha korena.

Korenovi juvenilnih biljagka CeD ni su pokazi val.i GFP signal pod
potvr Lena owscéntnagrsigrala dobijenth kod transgene linije DR5rev::GFP. Razlike
izmelLu srednjih vrednosti za oba ispitivana p

i intenzitet fluorescencije) kod tretmana floretinom i kontrole procenjene su Stuitertttestom u
programuStatistica(StatSoft Inc., SAD).

Efekat tretmana floretinom (pov@enj e ukupne povrgine GFP fI
srednjeg intenziteta fénjenosiedesforrmueci j e) i zraluna

Efekat (%) = [(tretman flor@tom / kontrola) 1] x 100 (17)

3.8. ANALIZA ANTIOKSIDATIVNOG STATUSA JUVENILNIH
BILJAKA

Nivo oksidativnog stresa kod juvenilnih biljaka tretiranih floretinom procenjen je analizom
odabranih neenzimskih i enzimskih komponenti antioksidativhog sastémenilne biljke su gajene
u erlenmajerima sa telnom IMS hranljivom pod
prethodno opisano (Poglavlje 3.1.3). Eksperin
tretman (kontrolu i floretin). Nakon 5i 10 dana tretmana, ptjkage biljni materijal za dalje analize.
Juvenilne biljke su najpre temeljno isprane destilovanom vodom, kako bi se u potpunosti isprali
tragovi fl oretina, a zatim ocelLene na filter
anal it i(Bakwoce AnalydigABI 220M, Ker n, Nemal| ka) . Uzorci S
t el nomMeszeoTehnogés AD Beogr ad, Sr bij a)-80C (Notdic bab i u
ULT U25Q Veerlgse, Danska) do dalje analize.
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3.8.1.Analiza neenzimskih komponentiantioksidativhog sistema
3.8.1.1 Priprema metanolnih ekstrakata

Za potrebe metanolne ekstrakcije, zamrznut biljni materijal (300 mg) homogenizovan je u
telnom azotu, a ekstrakti su ZprkaiPparmatemijag.cmo, d o d
Gabac, Srbija) u odnos Eppend@ft (Imi: v¢ . z Spde piane j 2
frigideru preko noli. Uzorci su nargdqadntriduga d an e
5430R Eppendorf Ha mbur g),, Nae nsau pkear nwa t famit § i °® dorudotwaben n+ 4

38.1.2.0drelivanje ukupne antioksidativne
juvenilnih biljaka i metanolnih rastvora floretina

Ukupna antioksidativna aktivnost metanolnih ekstrakatanilnih biljakaA. thaliana,kao i
met anol nih rastvora floretina odrelena je ABT!
koja je modifikovanaKana gimiakmaot istaasrt oplak| er e ak
diamonijum so 2,2azincbis-3-etilbenzotiazoliré-sulfonske kisehe (ABTS), koja se u prisustvu
vodonikper oksi da oksi dlfj*kajonf adimkahj ukioj ABT®akci on
boju. Pri kontaktu antioksidanasa iz uzoraka sa ABfeglikalom dolazi do obezbojavanja reakcione
smege usled rgodu&di kel ABOT Ss kab i Hetektovatirhesenjgme , gt
apsorbance reakcione smege na 730 nm.

Kao osnovni pufer za an adsfatzi pufek koji Se gabtejan o e 5
kalijum-dihidrogen fosfata (KEPQs) (Lachner Ne r a tgokvai cRee p uLbel i -kidrggeni di |}
fosfata (KkHPQs) (Avantor, Radnor , Pensilvanij a, SAD) , I

)
kori gl emetrefdgepi&hna Instrumentsimena, ltalija)Re ak ci ona smega se
2 mM ABTS SigmaAldrich, Steinke i m, Ne ma| k a) ;perdksida Cektrohem d.o.gn i k
Stara Pazova 0,25 puMperoksidaze rena (enigorseradish peroxidas¢éiRP;SigmaAldrich, Saint
Louis, Misuri, SAD, 156 U mig) rastvorenes kalijum-fosfatnom puferu.

U pojedinal ner obtuintaarri ipel onla njiek dodavano po 1
fosfathom puferu, 0,31 pL vodonikeroksida i 4,88 pL HRMakon postizanja stabilne apsorbance
na 730 nm usled formiranja AB*T%adikala, dodavano je po 2 pL standardadkorbinske kiseline
(eng. ascorbic acid AA; SigmaAldrich, Saint Louis, Misuri, SAP(0;0,1; 0,2; 0,4;0,6;0,8; 1;2i 4
mM), metanolnih ekstrakata biljnog tkiva, ili metanolnih rastvora floretina u finalnim
koncentracijama od O, 125, 2 9%j@smabjdhd apsoibénbekaol 0 0
posledica obezbojavanja rastvora tj. smanjenja koncentracije ABadikala. Merenje je obavljeno
na spektof ot omet ar s kvaltskah $pecauriihermo Hectmn Gotpaatignp | o |
Vantaa, Finska) na 730 nm i Zx°Razlike u vrednostima apsorbanci pre i posle dodavanja standarda
askorbinske ki seline su poslugile zZ a konstr
antioksidativne aktivnosti metanolnih ekstrakptaenilnih biljakai rastvora floretina. Rezultasu
izrageni kao mM AA ekvivalent aFWo wr @emhsjve ge
biliakaili uM AA ekvivalentapo mLiiM AAekvmLY) u sl ul aju rastvora fI
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3.8.1.30d r e L'i v a n pkepnikfandla uyretarmlnim ektraktima juvenilih
biljaka

Analizas ad rugupghd enol a i zvrgena je po procedur.
jedinjenja u prisustviFolin-Ciocalteur eagensa ( Dr dgi ¢Gi iV, 2B@)Fslin-mo v i
Ciocalteur eagens sastoji s e o ftbsfomahbelene kisélioes ko vinmal f r a
sposobnost da oksiduje fenolna jedinjeokgida, pr i
imolibdenok si da, koja dobija plavu obojenost. l nt
jedinjenja u rastvar.

Radi konstrukcije standardne prave napravljeni su standardi galne kiselingglingacid,
GA; MerckKGaA Dar mstadt, Nemal ka) u 100%l,&h=1,4% 0l u,
i 2 mM. Standardna GA, kao i metanolmh ekstraktma biljnog tkiva, dodat jeFolin-Ciocalteu
reagens igmaAldrich, Saint Louis, Misuri, SAD i nakoninkubacije od tri minuta na sobnoj
temperaturiu  r e a k ¢ i gendadat is (y2eNy nmatrijumkarbonat Merck KGaA Darmstadt,
Ne mal| k a) . potdmikubcani tokom jed o g U narak@na sobnoj temperatdio pojave

pl ave obojenosti. Merenje je obavl | eMuiiskana s p €
Spectrum(Thermo Electron Corporation Vant a a, Finska) na 724 n|
ponavljanjaOl| i t @amde@e owit i absor banci suzkmdtraisanjestardiaadngs Ak

prave. Sadr ¢aijz rugkguepm i & k fiemalleant a GA po gr amu
biljaka (MM GA ekv ¢t FW).

38.140drelivanje sadrgaja malondial dehi d

U cilu odeli vanj a stepena leilpiijdsnkei h p enreonkbsriadna:
malondialdehida (MDA) kvantifikovan je prema modifikovanoj metodi Heath i Packer (1968).
Uzorci juvenilnih biljaka( 1 00 mg) homogeni z ovMesser Teshoogas ADX e | n
Beograd i ekstrahovani sa 1 mL 0,1% (w/v) trihlordsitne kiseline (engrichloroacetic acig TCA)

(Serva Electrophoresis GmbH He i d e | b ¢.Uzprci su\centnifudir&mea 15 000« g na 4°C

tokom 10 minutadentrifuga5430R Eppendorf Ha mb ur g, akdrecend&rifudgiranja,.po 280

OL supernatanta dodato je u po 500 OL reakcio
(w/v) tiobarbiturinske kiseline (enghiobarbituric acid TBA; SigmaAldrich, Saint Louis, Misuri,

SAD). Uzorci su inkubiranu vodenom kupatilu sa analognim upravljanjem grejanja na 95°C u
trajanju od 30 minutal{niveba JP SelectsAmex labWien, Austrija). Uzorci su nakon inkubacije

ohl al enilcematic FL2& €ampacCastel MAC Sil Castelfranco Veneto, ltalija), a zatim
certrifugirani 15 minuta na 10 009g.

Apsorbance supernatanata (100) mer ene Iisnj kmr spektof ot omet
mi k r ot i MuliskanBpeadrum@l hermo Electron Corporatigr'Vantaa, Finska) na =532 nm
i®e=600 nm, u trinatSalhimiglak a MDANn aiv lujza r cli maail znal

MDA (nM g™t FW) = [(Ass2i Asoo) / 155]x 1000% (Ve/ Va) x F (18)
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Pri |l emu | e:

As3> = apsorbanca na 532 nm;

Aeoo = apsorbanca na 600 nm;

155 = milimolarni koeficijent ekstinkcije){ MDA na 532 nm (mNt cmY);
Ve = zapremina ekstrakta;

Va= zapremina alikvota;

F = faktor razblagenja uzorka.

38.150drelivanje sadrgaja prolina

Sadrgaj prolina odrelen je spektrofotometr
(2011). Bilinima er i j al (50 mg) h o mo gvesser TehnogasD, Beagrad) t e |
i ekstrahovan sa 1 mL 70% (v/v) etandfi(ka PharmaHemijad.o.a. Gabac, Sr bij a)
20:1 (v/w).

Ninhidrinski reagens pripremljen je rastvaranjg#n (w/v) ninhidrina(Thermo Scientific",
Vol t am, Ma s)aul u6sC®% s( v /SVA)D sZorkal Rharmadiemijekd.ooe | Gab a o,
Srbija), uz zagr ev a WVglpeSciantifica Usangta éetate, dtalija) nBtagdardii c i
prolina pripremljeni su rastvaranjemgrolina(Thermo Scientifi®’, Wal t h a m, Myeus al us
70% etanolu u koncentracijama od 0; 0,04; 0,1; 0,2; 0,4 i 1 mM. Zapremina od 150 pL ekstrakta
svakog uzorka ili standardaprolina dodata je u 300 L ninhidrinskog reagengstaminkubirara
u vodenom kupatilulyniveba JP Select@mex lahWien, Austrija) na 98C tokom 20 minuta.

Nakon inkubaciije, uzorci su ohl aleni na
centrifugirani na 2 500 g u trajanju od jednog minutaéntrifuga 5430REppendorf Hamburg,
Nema) kaNar andgast a b qiisastvaprplioa; aartéiza boja ekazuje ra prisustyoo r

drugih aminokiselina. Dobijeni supernatant.i (
ponavl janja i mer danjamsjpee kapodbobameas akdkog | it
Multiskan SpectruniThermo ElectrorCorporation Vantaa, Finskah a 52 0 n mprolisaadr ¢ a
i zral uni®emmjjeen § ®@rdin@| i ne standardne prave i rez

juvenilnih biljaka (UM g* FW).

3.8.160dr eli vanj e sperdksigpaj a vodoni k

Ukupan s ad fpeakgida (HO-H kvantifikovan je prema modifikovanoj metodi
Vel i kova i sar . (2000) . Uzorci (Més6ed Telmmggps ABDu  h o
Beograd, Jrija) i ekstrahovani sa 1 mL 0,1% (w/v) TC8drva Electrophoresis GmbHeidelberg,
Nemal ka) . Nakon centrifugiranja gmad°Céektafuga t r a
5430REppendorf Hambur g),, Nseunpaelrknaat ant ( D@LAONMKkplijufre p o n
fosfatim pufeom( pH 7, 0) i 400 OL 1 M KJ. Zapremina o
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mi krotitar pl ol u u tri tehnil ka pdengm | j an
spektrofotomet ar s k oldultidkanSpedtuan (Thernto rEledtrontCarporatmh o | a
Vantaa, Finskama 390 nm.

Sadr ¢goaijzrHal unati jrealnian:s| ede

H20; (UM gt FW) = (Aseo/ 0,28)x (Ve/ Va) x F (19)

Pri je:emu

A3zgo = apsorbanca na 390 nm;

0,28 = milimolarni koeficijent ekstinkcija) HzO2 na 390 nm (mN cmY);
Ve = zapremina ekstrakta;

Va= zapremina alikvota;

F = faktorzorkaazbl agenja u

3.8.2.Analiza enzimskih komponenti antioksidativhog sistema
3.8.2.1.1zolacija ukupnih solubilnih proteina

Smrznuti biljni materijal (500 Mg h omogeni z ov a n Mgsser Tehndgas|AD o m a
Beograd, Srbija) u kerami| kim avanima, do fin
(Tabela3)uodnosul2(wv) . Sadr gaj |jetpbeoesendugi&ppendb
korakaekstrakcije.

Tabela 3.Sashv ekstrakcionog pufera za izolaciju solubilnih proteina

Komponentereakcione Zapremina za . .
: . Finalna koncentracija
s mege 10 mL ekstrakcionog pufera
1 M TRISHCI pH 7,6 5mL 0,5M
0,5M EDTA pH 8,0 2 mL 0,1M
100% glicerol 1mL 10%
91,8 mM PMSF 200 pL 1,8 mM
H20 do 10 mL /
PVP nesolubilni 500 mg 5% (wiv)

Ekstrakti su centrifugirani tri puta po 10 minuta na 13 60§ pri temperaturi od 4°C
(centrifuga 5430REppendorf Ha mbur g, Nemal ka) u ci Imptanatal o bi |
Uzorci su 8KC(doddic jabWl m U250Vaerlgse, Danshalo daljih analiza.
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3.8.2.2 Bredfordov esej kvantifikacije proteina

Koncentracija ukupnih solubilnih proteina
merenjem apsorbane na 595 nm (Bradford, 1976) na aut
(Multiskan FG Thermo Scientif?!, Wal t ham, Masal usets, SAD), kc
g ov e | e thavine(serumgalbumjrBSA) kao proteinskog standarda (0,1; 0,2; 0,3; 0,8; 0,8;

1;1,2; 1,4, 1,6 1,8 ug ub) . Reakciona smega sastojala se
reagensa (boj@oomassie Brilliant Blue @50, Cepham Life ScienceBulton, Misuri, SAD) i po 5
WL izolacionog pufera (blank), BSA standarda ili progkih izolata u trie hni | ka ponayv

Koncentracija ukupni h jgnraotosinma uu jwezanrad ii me adrb
standardne pravié z r ajgueug pLt.

3.823. Odrelivanj e aktivnost.i antioksi
spektrofotometrijskih anaka
3.8.2310drelivanje aktdismutazast i superoksid

Ukupna aktivnost superoksitismutaza (SOD,EC 1.15.1.] analizirana je prema
modifikovanoj metodi Fridovich (1986), koja se zasniva na sposobnosti kompeticije SOD sa
fericitohromomc (Cyt c) za syperoksidanjon radikal (3%). O*nast aj e akti vn-ogi u
oksidaze u reakciji prevolenja ksanfiwodonik ki s
peroksid i kiseonik, a reakcija koju katalizuje SOD kompetira sa fericitohroomarQ?, pri | em
se fericitohront redukuje u fereoblik.

Reakci ona s mega 6aamvkialijumfestatmdgmiera (pth7,83 sa 0, bndM
EDTA, 100 pL 0,5 mM ksantina §igmaAldrich, Saint Louis, Misuri, SAD),50 pL 6 nM
komercijalne ksanthoksidaze izg ov e L e g m{arghkna oxiflageX@, EC 1.1.3.22Klasa |,
amonijumsulfatna suspenzija sa 0,4 U ¥ngroteina) i50 uL 0,2 mMfericitohromac iz konjskog
srca SigmaAldrich, SaintLouis MW 12 384 Da). Kao &anMkatijont a r e :
fosfatnipuferb e z EDT A, u cilju dobij anipa 0026|1+®,0088 pr o
minuti (spektrofotometa2501 PC ShimadzuKyoto, Japah

Nakon dodavanja proteinskog izolata wuzor a
apsorbancg merena na svakih 10 s u vremenskom intervalu od tri minuta. Jedna jedinica aktivnosti
SOD je definisana kao kolilina ermrcpa2big,umiauti,r e bn

a izraludwusleddej Eop mmbe ( Drid ghigipvij201Mak si mo v i

I nhi bi ci jkagpAP) =198 ( pA (20
gdeje:

o A = promena apsorbance kontrole reakcije na 550 nm u minuti’@a 25

A = pr o me n azorkama 550 nonal mdi ea 25C
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Aktivnost SOD po mil i1+ hhibicija (2 /30%<iVe n e (21)
gdeje:

Vy= zapremina uzorka (mL);

50% = inhibicija redukcije fericitohromaprema definiciji jedinice aktivnosti SOD.

Specifilna aktivnost SOD je izragena u jlkdini
mg! prot) premasled®j j ednal i ni
AktivnostSOD (Umgpr ot ) = aktivnost SOD poh/mi (22

koncentracija ukupnih solubilnih proteina u uzorku (mg protjmL
3.8.2320drelivanje aktivnost. kat al aza

Ukupna aktnost katalaza (CATEC 11115 odrelena je na o0snc
spektrofotometrijske metode (Aebi, 1983) koj a
nm usled razgradnje vodorike r ok si d a . Reakci ona Ss0meMkalijug-1 mL)
fosfatnogpuf er a ( pH 7, QO (Cé&ntbghem djo.eStasacPdzovg)a &onddntraciji koja
jeomoglaval a promenu apsorbance o tVN\iss@Brofdlométar0 2 .
2501 PC §himadzuKyoto, Japan)

Nakon dodavanja 10 plpr ot ei nskog i zol at a, pralena |j
apsorbance na 240 nm usled razgradnje vodpmikksida, na svakih 10 s tokom vremenskog
intervala od dva minut a. Merenje je izvrgeno
p o | eapsorbance tokom vremena ukazivalo je na razgradnju vogendksida, odnosno na
prisustvo aktivne katalaze u uzorku. Dobijena
l inearna. Specifilna akti vnos tpokebrinaad razgradnjudle f i n
emolvodonikper oksi da u minuti iemenskdeACj éednalrianenat a

Aktivnost CAT po milibhi t=ruViA6,64868 V.o n ¢ (23)

gde je:

@A = s ma nrpaace pa€240amp 8 minuti 2&8°C;

Vk= zapremina reakcione smege u kiveti ( mL) ;
0,0436 = milimolarni koeficijent ekstinkcij@) H202 na 240 nm (mM cmd);

Vu = zapremina uzorka (mL).

Specifilna enzimska aktivnost CAT izragen:;
solubilnihproteina (U mg prot) premasled®j j ednal i ni
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CAT aktivnost(Umgpr ot ) = CAT aktivnost pod/mi (24
koncentracija ukupnih solubilnih proteina u uzorku (mg protjnL

3.82330drelivanje aktivnost. peroksidaza

Ukupna aktivnost peroksidaza (POBEC 1.11.1.y odr elena j e spektro
modifikovanoj metodi Hammerschmidt i sar. (1982). Metoda se zasniva na reakciji formiranja
obojenog produkta tetragvajakol a irkaulrsutiuo | n o ¢
vodonikper oksi da. Reakciona smega (1 mL) sadr gal
(v:v) gvajakola Carl Roth Karl sruhe, N e ma-pekoisjda Gentrdh&ém doM. v o d «
Stara Pazova, Srbija)ad mM kalijjumfosfatnompufemu (pH 6,0).

Povd anje apsorbance na 470 nm usled formiranja tetragvajakola mereno je na svakih 10 s
tokom vremenskog i nteremspektrafotamet280t ROShiradaykyato, k o r i
Japai.

Specifilna aktivnosti P®ODen=zif ma i jseigeajalple s ik &io

uminutina2 C i i zr alienjenasledee j jee kmali ign e :
Aktivnost POD po mil i+ @tpk-uvr(@5%5k¥%) on (25
gde je:

oA = povd anje apsorbance na 470 nm u minuti na 25°C;
Vk= zapremina reakcione smege u kiveti (mL) ;
25,5 = koeficijent ekstinkcijelj tetragvajakola na 470 nm (mMtm?);

Vy = zapremina uzorka (mL).

Specifilna aktivnost POD izragena je u |e
proteina U mg* proteina) premasleflej j ednal i ni
POD aktivnost(Umgpr ot ei na) = POD aktivnost Hg (26

koncentracijaukupnih solubilnihproteina u uzork@mg prot mL?)
3.8.2.3.4 Analiza podataka

Razli ke i zmerdédoosti gspitevahim j neenzimskih i enzimskih komponenti
antioksidativnog sistema kod kontrolnih i juvenilnih biljaka tretiranih floretinom procenjene su
Studentovint-t e st o m, na nR<0®uEfekan teeimania flocesnbm za svaki parametar
izr al un alenjem érmkle?d)i i i zragen je u procenti ma:

Efekat (%) = [(tretman floretinom / kontrola)l] x 100 (27)
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Podaci dobijeni iz
jednofaktorijalne analize varijanse (ANCA ) .

(StatSdt Inc., SAD).

ABTS

Satistil ki
ut vr Lene sposthéct gst @wmi maj manj engFn aslhaejrs 11 &a
difference LSD) na nikReuOz0bal ajSwes tain prbgram@Statisticea L e n e

3830drelivanj e akt

elektroforeze

vnost.

znal aj ne

testa za met anol n

razl
Isit k

antioks4d dat.

U cilju vizuelizacije enzimske aktivnosti SOD, CAT i POD u proteinskim ekstraktima
juvenilnih biljaka A. thaliang kao i razdvajanja njihovih izoformk or i gl ena | e
elektroforeze u poliakrilamidnom gelu (endative PAGE: debljine 1,5 mm, primenom sistema za

vertikalnu elektroforezuBio-Rad, Richmond, SAD pri naponu od 120 V, u trajanju 1,5 h na

temperaturi 4C.

TabeladSastav poliakrilamidnih gel ova
Nemal ka)

ElectrophoresisGmbH Hei del ber g,

puf efServa a

Za 10 mL
Poliakrilamidni gel za razdvajanje uzoraka

7% 10 %
Megavina 30% akril amida i|[235mL 3,35 mL
1,5 M TrisHCI, pH 8,8 2,8 mL 2,8 mL
Voda 4,8 mL 3,8 mL
N, N, Nétramebletarl,2-diamin (TEMED) 15puL 15puL
10% amonijurpersulfat (APS) 30uL 30uL
Poliakrilamidni gel za koncentrovanje uzoraka 5%
Megavina 30% akril amida i|166mL
1 M Tris, pH 8,0 1,94 mL
Voda 6,36 mL
N, N, Nétramebletarl,2-diamin (TEMED) 15uL
10% amonijurspersulfat (APS) 30uL
Pufer za elektroforezu Zall
25 mM TrisHCI 3,025¢
192 mM glicin 14,375 ¢
Voda dollL
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Gel se sastojao od dvalde5% poliakrilamidni gel za koncentrovanje uzoraka (stagrking
gel) i 7% (za CAT) ili 10% (za SOD i POD) poliakrilamidni gel za razdvajanje uzoraka (eng.
separating gel (Tabela 4 . Pre nanogenja na gel ove, uzorci
(eng.sample buffer , koj i | e s aHCH(gHe6®), 1102% (w/iv) Mrorifengdlavu boju
i 20% (v/v) glicerol.

3.8310drelivanj e aktdismuerast i superoksid

Izoenzimske forme SOD razdvojene su po modifikovanoj metodi Beauchamp i Fridovich
(1971). Nagel ove je naneto po 20 Og proteinskog e

tret man. Nakon zavrgene elektroforeze, gel ovi
u 100 mM kalijumf osf at nom puferu (pH 7,a&8i)f ikloniih jiez osfaod
Kao kontrol a kfoasfgdtemi jpufkearl,i jaumza i nhibiciju

HXO;u trajanju od 30 minuta, u mS@QXkaHOz&iGhMicijue Kk o
CuZnSOD i FeSOD izoformi. Gelovi sgonovo isprani dejonizovanom vodom, a zatim inkubirani
u reagensu za bojenjédbela 5, u trajanju od 30 minuta u mraku.

Tabela5Sast av reagensa za bojenje gelova pr-dismathza kt r o

Hemikalija Proizvolal Za 100 mL

Nitro-plavo tetrazolijum (NBT) Fisher Scientific 22 mg

Riboflavin SigmaAldrich 3mg

250 mM EDTA Lachner 400 ¢L

N, N, Nétranmetletarl,2-diamin (TEMED) | Serva 20 €L

100 mM kalijumfosfatni pufer, pH 7,8 Lachner Avantor do 100 mL

Nakon i nkubacije, gelovi su i sspurna ietlaslie¢iljoni z o

formiranja formazana, nerastvornog jedinjenjaplavpu bi | ast e boj e. Nastana

je reakcijom nitreplavo tetrazolijuma (enqitroblue tetrazolium NBT) saO2* prisutnim u gelu.
Mesta na kojima je bila prisutna SOD bila su vidljiva kao bezbojne trake, usled njene enzimske

aktivnosti kojom uklanjaO:" i time sprelava nastanak formazat

pl astil nu f ol irgfisaniiskemirank 0 j 0 ] su fotog
3.8320drelivanje aktivnost. kat al aza
Vizueli zacija katalaza izvrgena |je metodom

7 Og proteinskog ekstrakta iz tri biologka por
gelovi su isprani dejonizovanom vodom, a zatim inkubirani u 0,02%» tbkom 15 minuta na
laboratorijskoj klackaliciMini Rocker MR1 (Biosan Riga, Letonija). Nakon ponovnog ispiranja
dejoni zovanom vodom, vVvrgeno | ez:Fd{GN}i% FeCt priz pon
| e mu j e f ormirano -z¢lemal bojej ppanatoe kaot Rruski glpvi &owmpleks
Fa[Fe(CNx]z. Na mestima aktivne katal aze, uol eno | €
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razgradnje KO, od strane katalaze. Gelovi su zatim@e me gt en i na plastil nu
fotografisani i skenirani.

38330drelivanje aktivnosti peroksi daza

Razdvajanjeiv zuel i zaci ja i1 zof or mi per oksiRotez a vr
(2002) Na gelove je naneto po 20 pg proik o g ekstrakta iz ¢tri bio
tretman. Nakon zavrgene el ektroforeze, gelovi
i nkubirani u rastvoru za bojenj exOkdojpostizgnja s ac
optimdne obojenostiTabela6).

Tabela 6.Rastvor za bojenje gelova

Hemikalija ProizvolL|Kolilina za 10
100 mM citratni pufer pH 4,0 Carl Roth 97,9 mL
Pirogalol (126,1 mg u 2 mL dejonizovane vode| SigmaAldrich 2mL
30% HO; Centrohem 114 pL
Nakon uspegnog bojenja, gel ovi Ssu i sprani
plastilnu foliju, na koj o] su fotografisani i

crvenebr aon traka us|l exD:i pimgabla,ikpjeje dovela ed nastafanja
purpurogalina.

3.9. ANALIZA EFEKTA FLORETINA NA INHIBICIJU
ENZIMSKE AKTIVNOSTI KATALAZE I PEROKSIDAZE

Polazel: od prethodno izlogenih rezultata
antioksidativnih enzima u juvenilnimlfiamaA. thalianana tretmanu floretinom, javila se potreba
z a utvrLlLivanjem postojanj a direktnog i nhi bi i
antioksidativni odgovor, pre svega katalaze i peroksidaze. U tu svrhu sprovemeviagek i net i | k &
am!|l i za katalitil|l ke aktivnosti odabranih komer
i z g oV edng cajalase froen bgvine liverCAT) i peroksidaze iz rena (enforseradish
peroxidaseHRP) u prisustvu floretina kao potencijalnog liitora.

Pored eksperimentalnog pristupa, realizovanaife gilico analiza mehanizama enzimske
inhibicije koriglenjem motetumrdockingirsimaacie mdlekulske a n a
dinamike koja je dodatno produbila razumevanje interakafjeei2Z u enzi ma i f |l or et i
U mogule vezane pologaje, stabilnost kompl eks
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3.9.1 In vitro analizaenzimske inhibicije

In vitro ispitivanje enzimske inhibicije sprovedeno je radi detaljne procene utloggdiria
na aktivnost CAT i HRP u strogo kontrolisanim
kinetil|l kih parametara i kl asifikaciju tipa in
kljulnog znal aj a za rakcgeunhbitoienzimeU nastakka jeidat opss | n 1
korigienih eksperimentalnih metoda.

3.9.1.1.Spektrofotometrijski eseji za analizu enzimske aktivnosti

Spektrofotometrijske anali ze koriglene S
razlaganja/oksidacijeupstrata (HO2i | i gvaj akol a) u rea®AFiHRR.ma k&
Merenja su sprovedena na UVis spektrofotometriAgilent8453 (Santa Clara, Kalifornija, SAD),
proi |l emu je svako odrelLivanje realizoveemno u

Reakcione smege pripremane su neposredno pre
talasnim duginama karakt er i s tRadhimastwori CA i HRPa k i
pripremljeni su neposredno pre upotrebe rastvaranjem liofilizhvanzima u 50 mM Kkalijum
fosfathom puferwo postizanja potrebne koncentracijie uz podegavanje pH na
6,0 za HRP

U slulaju CAT, aktivnost enzi ma | ©po2ld el en
nm, na osnovu modifikovane metodel# (1983), kako je detaljno opisangaglavlju 3.8.2.4.2
Osnovna reakciona smega (1 -fostathog puberagphl §,0)&qgjipl a o
sadr gao 21 0(fingBn®20(mM) kag supkitrat®eakcija je inicirana dodavanjem 10
ML1 UM r ast vor a kat aSigmaAddrich, Saing lamwise Misiri, SADRO0GE 5000
units mg* proteina)(finalno 10nM).Pr omena apsorbance je pralena
10 s, u trajanju od dva minuta.

Aktivnost HRP | e oovderiealngnaa apprsaoirebnajnecne pna 47
obojenog proizvoda tertragvajakola iz bezbojnog gvajakola u prisustvy prema modifikovanoj
metodi Hammerschmidt i sar. (1982) opisangjaglavlju 3.8.2.4.30s novna reakci one
mL) sastojala se 080 mM kalijumfosfatnog pufera (pH 6,0) sa 20 mM gvajakolom (supstratom) i
10 pL 3% HO: (finalno 10 mM).Reakcija je inicirana dodavanjem 10 LM peroksidaze rena
(eng.horseradish peroxidas¢iRP;SigmaAldrich, Saint Louis, Misuri, SAD, 156 U mig finalno

10 nM). Promena apsorbance je pralena u realn
Eksperimenti su izvedeni u optimalnim uslovima za aktivhost enzima (definisani pH i
temperatura) kako je opisangaglavlju 3.8.2.1Merenjasuizvéd e na u t r i tehnil k:
svaki uzor ak. Srednja vrednost apsorbance za
tehni |l ki h ponavljanja i kao takva koriglena z
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39.121 zbor rastvaral a za floreinpr emu mati | r

U cilju i1izbora rastvarala za pripremu mat.
sa spektrofotometrijskim esejima za CAT i HRP, ispitivan je efekat DMSO, 96% etanola, apsolutnog
etanol a i met anol a. | sppbtdigvanarajasevaereakici doé
100 OL, dok je zapremina pufera podegavana pr .
analize kinetilkih krivih koje prikazuju prom
identifikovanla o naj povol jniji rastvaral, buduli da i
i spitivanih enzi ma i mi ni malno utile na kval:i

39.1.30dr eli vanj e sekemntentraeie floretma bi t or

Srednja inhibitornarednost, definisana kao koncentracija inhibitora koja smanjuje enzimsku
aktivnost za 50%, odrelena je merenjem pol et nc¢

A0mMHO,za CAT ili 20 mM gvajakol a zdjafldrBtiRgkaoi u [
inhibitora.
Mati | ni rastvor floretina (10 mM) Sigmai pr en

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 HRBldmpfotometrijski esej). Finalne koncentracije
inhibitora (31 000 OM) dobijene su dodavanjem odgova
fl oretina, pri | emu j e wukupna zapremina- reak
fosfatnog pufera. Radi potpunaye ut r al i sanja efekta etanola n
kontrola (reakciona smega bez floretina) i tr
od 50 OL, gt o odgovara zapremini etanol aa sadr
(1000 OM). Sve pripreme izvrgene su neposredn
supstrata i inhibitora.

Poletna brzina reakcije odrelena je spekt
tokom vremena na odgbvaNaj wismjovuali asneojendibgia
vrednosti za preostalu aktivhost enzima nakon izlaganja inhibitoru (esigual enzyme activity
REA). Najpre su konstruisani grafici promene apsorbance u toku 1 min za svaku koncentraciju
inhibitora,aat i m j e na osnovu dobijenih | edapekojana pr
predstavlja relativnu aktli viirosdn estz i RBA iizz raae:
relativne enzimske aktivnosti umapai s@stowsmnoivu
formule

REA (%) = [Relativnha aktivnhost enzima u prisustvu inhibitora (sipp&elativha (28)
aktivnost enzima u odsustvu inhibitora (sldgex 100%
gde je:

slopei = nagib prave dobijen u reakciji sa inhibitorom

slopek = nagb prave dobijen u reakciji bez inhibitora (kontrola)
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Nakon izralunavanja REA vrednosti, konstru
i nhi bitor a iovrednostianhibitorau seftvesGuaphP&l Prism §Dotmatics Boston,
Ma s a Is,bADy. t

3.9.1.4. Analiza kinetike enzimske inhibicije

Kinetil ka analiza enzimske aktivnost.i CAT
i nhibitora, tj. floretina, sprovedena je radi
opisuup omene afiniteta enzima prema supstratu p
procesa, kao i specifilan mehanizam interakc

kompleksa enziiirsupstrat (ES). Za tu svrhu primenjen je standardni prisisnovan na konstrukciji
Michaelig Mentenovog dijagrama, kao i LineweavBrur k ovog dvostruko reci |

Koncentracije supstrata £B> ili gvajakola) odabrane su tako da obuhvate opseg ispod i iznad
ol eki v an el MeMtenove &kandtante (K za CAT | HRP, | i me se o
odrelivanj e ki niratné Korcentracijp #siznosikesus; 7,%; 10; 15; 20; 251 30
mM, a koncentracije gvajakola 5; 7,5; 10; 15 i 20 mM.

Za analizu kinetike inhibicije CAT odabrane su finalne lemracije floretina od 0, 100, 200,
2501 300 pM. Kinetika inhibicije HRP analizirana je primenom floretina u finalnim koncentracijama
od0, 100, 200 i 400 OM. Sve pripreme izvrgene
oluval a st addinfibiolast supstr at

Za svaku koncentraciju floretina, konstruisane su prave zavisnosti izmerenih apsorbanci u
funkciji vremena, pri razlilitim koncentracij
viednosti nagiba | i nnesaftverasiaph®ad Priangnaosrevu doienihi g | e
vr ednost brzinp cedkeijé konsthuisan je MichaelidMentenov dijagram koji predstavlja
zavisnost brzine reakcije od koncentracije supstrata za svaku koncentraciju inhMitdrae(is i
Menten, 193).

V = (Vmaxx [S]) / (Km + [S]) (29)

gde je:

v = brzina enzimske reakcije (@A min
Km= MichaelisMentenova konstanta

Vmax= maksimalna brzina enzimske reakcije u odsustvu inhibitora

[S] = koncentracija supstrata (mM)

Kinetil ki pamameK,KiNj, etdyi mdr eKeni su gl obal
programuGraphPad Prism 8 Konstante inhibicije Ki KiNj predstavljaju ravr
vezivanja inhibitora za slobodan enzim (E), odnosno za észipstrat (ES) kompleks. Vrednost alfa
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( Upjedstavlja konstantu modela koja opisuje relativni afinitet inhibitora prema slobodnom enzimu i
ES kompleksu i ne zavisi od koncentracije inhibitora. Definisana je kao odNgs K

U cilju odrelivanja tipa i nhoirbiigclienej,e ml olbiinje

Burkove jednaline (dvostruki reciprol ni pri ka
1INV = Kn/V max X 1/[5] + 1/Vimax (30)

Grafi|l kom anal-Buwrokno vLiibhn edwiejaavgerrama za razlilite

trend pr omeaanctira Ki¥ndaxii| kkiitmet i | ki model (tip i nh

nagiba i wvertikalnog/ horizontalnog preseka | i

U cilju kvalitativne analize mehanizma inhibicije konstruisani su sekundiatomMpu kojima je nagib
(eng. slope ili presek sa Yosom (eng. Yintercep) LineweavetrBurkove prave za svaku
koncentraciju inhibitora prikazan kao funkcija koncentracije inhibitora [I].

Slope= (Km/ Vmay % U (31
Y intercept= (1 / Vinax x U’ (32

gde je

Slope= nagib LineweaveBurkove prave

Y intercept= presek sa ordinatom Lineweasgurkove prave

Km = MihaelisMentenova konstanta

Vmax= maksimalna brzina enzimske reg& u odsustvu inhibitora

U = faktor koji opisuje uticaj inhibitora na vezivanje supstrata za slobodan enzim

ur = faktor koji opisuje uticaj i nhi bitora na
Obl i k i l i nearitet sekundarnih plotoega kor
tipa inhibicije, kao i za potvrdu izabranog k

3.9.1.5. Vizuelizacija inhibicije enzimske aktivhosti CAT i HRP primenom
nativne gelelektroforeze

U cilju vizuelizacije enzimske aktivhosti CAT i HRP u prisustvu floretina kao inhidjto
kori giena je metoda nativne eNatvk PAGH Upptreeome n a
eksperimentalnih procedura i aparature opisambglaviju 3.8.2.4

U pojedinalne bunarile na gelpM)inangdwealbe jje
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Misuri, SAD, 2000 5000 units mg proteina) ili 10 uM peroksidaze
rena (enghorseradish peroxidaséHRP; SigmaAldrich, Saint Louis, Misuri, SAD, 156 U m.
Uzorci Su pre nanogenja na gelngwve kpg me g &nis ada
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Tris-HCI (pH 6,8), 0,02% (w/v) bromfengd | avu boju i 20% (v/v) glice
pri voltagi oad13RMi0atevperaturiad@aj anj u

Nakon elektroforetskog razdvajanja uzoraka, gelovi su temdgprani dejonizovanom
vodom, a zatim inkubirani u odgovarajulimras
inhibicije CAT, kor i §hbsadodgtkem floretiBalu%on¢entracigma ad®,s t v
50, 250 i 500 @dieblied 08 MM citratri pufe{iHR4,0)usa dodatkom floretina
u koncentracijama od O, 500, 1000 i 1500 ¢ M.
i st nal in kao i za spektrofotometrijskm anal
apsolutnog etanola i 50 mM kalijufosfatnog pufera (pH 7,0 za CAT ili pH 6,0 za HRP). Kontrolni
tretman je sadrgao etanol u koncentracijama
tretmanima floretinom (2,5 % i 5% za CAT, odnosno HRP esej). Nedkaibacije u trajanju od 15
minuta, gelovi su isprani dejonizovanom vodom, a zatim obojeni prema prethodno opisanim
protokolima i potom dokumentovalit.tk s per i ment j e i zveden u tri t

3.9.2.In silico analiza enzimske inhibicije

Ucilur azumevanja mol ekul ski h mehani zama Kkoj i
na enzimsku aktivnost katalaze i peroksidaze, sprovedenesgicoi st r agi vanj a koj a
u strukturne osnove interakcije floretina sa ovim enzimima. U tu sspnavedene su analize,

mol ekul skog doki nga [ simulacij e mol ekul ske
naj povoljnijih mesta vezivanj a, karakterizaci
kompleksa enziiiinhibitor. Primenjeni integtai v n i pristup omoguliio je
mehani zme inhibicije CAT i HRP floretinom i

strukture i funkcije u interakcijama enziftoretin.

3.9.2.1.Molekulski doking
3.9.2.1.1 Priprema proteina i lganda

Trodimenzionalne strukture katalaze (PDB ID: 7VD9) i peroksidaze rena (PDB ID: 1HCH)
preuzete su iz baze podatdReotein Data BanKwww.rcsb.org 12.05.2024 Proteinske strukture
pripremljene su uklanjanjem malela vode, dodavanjem atoma vodonika i dodeljivanjem
odgovarajulih protonacionih stanja na fiziol
optimizovana i dodel jena su | oj odgovarajul a

3.9.2.1.2Blind docking pristup

Primenjen | e p o tbiind) ndokingAmidtup kako bi (see weantifikovala
najpovoljnija mesta vezivanja floretina na oba enzima bez prethodne pretpostavke ili pristrasnosti
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prema odrelenim regioni maawa zad tvjaeh tai. v iOw aij s tpr a ¢
proteina u cilju pronalagenja regiona sa najyvV

3.9.2.1.3Softver i parametri za doking

Za simul acij e mol ek ul s k o gYASARAK Struagusg(verkija r i ¢ |
20.12.24.W.64) kaojkoristi AutoDock Vinea | gor i t am, poznat po efi kast
interakcija i1 zmelLu proteina i |l iganda (Trott
defini san 0(eng.dod sa dilénzijaniajdavoljno velikim da dbtate celu strukturu
proteina, | i me je omogulieno istragivanje svit
(eng.exhaustivene$postavljen je na visoku vrednost (64) kako bi se obezbedilo iscrpno ispitivanje
mogulih konformaeiphaveeivaafjaoiappronal agen|

3.9.2.1.4Rangiranje i analiza rezultata

Pozicije vezivanja rangirane SsSuU na osnovu

funkcije skoriranjaAutoDock Vinaalgoritma. Ona uzima u obzi razl i | i te tipo
ukljulujuli van der Waalsove sile, vodonil ne
mol ekul a rastvaral a. Nakon rangiranj a, Il zabr s
dalju analizu. Analiziranes vodoni | ne i druge nekovalentne i

radi razumevanja molekularne osnove vezivanja.

3.9.2.2.Simulacije molekulske dinamike
3.9.2.2.1Priprema sistema

Kompleksi proteiiill i gand dobijeni iz dokpomlgetameal $ zrau
simulacije molekulske dinamike Si mul aci j e su s pr YASARMNeanrzga p 0 M
20.12.24.W.64) uz primerAMBER14s i | a pol ja. Sistemi su pripre

1 Kompleks katalaza floretin (Slika 10): Si st em jedaa maekud prajema (498
aminokiselinskih ostataka, 7 850 atoma), |
100 CI j ona 1 Bukup®oA® 00batbneak ul a v ode
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Slika 10.Kompleks katalaz#floretin

1 Kompleks peroksidazd floretin (Slika 11 Si stem j e sadrgao jeda
aminokiselinskih ostataka, 4 695 atoma), |
Cl jona i 19 71 dkapbo 68106 &#dma.l a v ode
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Slika 11.Kompleks peroksidazfioretin
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Sistemisusel vat ovani k o (erig.gransfergble mtermadle@uBPpotential- 3
point) modela vode, a dodati su i konjrao n i radi neutralizacije si
j aline.

3.9.2.2.2Parametri sila polja

Za sve si mul ANBBRdsilgpelja. Parametgda proteine su preuzeti direktno

st

iz AMBER14b a z e , dok su za fl oret i NASARAnog AOEMILES d o d e

pristupa, koji ukl juluje:

1 Dodelu pHzavisnih frakcionih redova vezivanja i obrazaca protonacije
f lIdentifikaci j u poznati h mol ekul a simpifiad rholeculSrNhput E
line entry systein

S z

T I'zr al unayv éng} AustinAMNbtel 1 Mulllk enovi h tal kastih n
geometrijsku optimizaciju i COSMO model rastvaranja

1 Dodelu AM1-BCC tipova atora i veza

1 Korekciju naelektrisanja prekmond charge correctio(BCC) metode

T Dodatno pobol jganje n a e | (enk.trastramend ngleetrostitio r i ¢ |
potenta)n ael ekt ri sanja slilnih molekulskih fra

1 Dodelu GAFF2 éng.general AMBER forcedld 2) tipova atoma i preostalih parametara

3.9.2.2.3Protokol simulacije
Simulacije molekulske dinamikes u tr aj al e ukupno 250 ns, p |
snimaka (otprilike jedan na svakih 0,25 ns).
T Primena periodilnih granilnih uglitalbuslavi da

b es k on al bulggistema n g

f Odr gavanje temperature od 310 K (37AC) pom
f Odr gavanje konstant noMangnetetarossataa pomoil u al g
f Korigienje vigestepenog algoritma sa korak
T l'zralunavanje dugodosegni h e lPatkle Masts Ewaltl i | ki
(PME) metode

T l'zralunavanje van der Waal sovih interakci]
Pre pokretanjalgavni h si mul aci ja, sistemi su prvo p

steri| kih sudar a, a zatim ekvilibraciju kako

dostizanje ciljne temperature i pritiska.
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3.9.2.2.4Metode analize

Trajektorie dobijene simulacijama anali zirane s
YASARA | zvrgene su sledele analize:

1 Ukupna potencijalna energija | zr al un aAMBER]4e i Ipa emal | a, u k
doprinose iz energija veza, uglova, dijedara, planarnosti, vd er Waal sovi h i
interakcija.

1 Srednje kvadratno odstupanje(eng.root mean square deviatipR MS D) : Ral unat c
glavni lanac (engpackbon pr ot ei na, CU atome, sve tegke
stabilnosti strukture i dosl@osti pozicije vezivanja.

1 Srednje kvadratno kolebanje (eng.root mean square fluctuatipiR MS F ) : Ral unat

aminokiselinskom ostatku kako bi se identifikovali fleksibilni regioni proteina i ocenio uticaj
vezivanja floretina na lokalnu fleksibilnost.

1 Radijus giracije ( Rg) : Ralunat je radi procene komp
simulacije.

T Anali za vodonAdaliihzivreaznae su vodonilne veze
razumevanja stabilnosti i specifilnosti i n
T Anal i za : fzrdvurngaitnee su van der Waal sove, mo | e
povrgine kako bi se procenile potencijalne

rastvaral u.

3.10. ANALIZA STABILNOSTI FLORETINA U HRANLJIVIM

PODLOGAMA
3.10.1.Prikupljanje i pripre ma uzoraka

SemendA. thalianas u povr gi nsKki sterilisana i podvr g
erl enmajerima sa po 20 mL telne I MS hranljive
poglavlju 3.1.3Nakon 5 dana, u erlenmajere sajutenii m bi | j kama dodat o | e

rastvora floretina (0,5 M) radi postizanja finalne koncentracije od 500 uM, dok je kontrolnim
juvenilnim biljkama dodat DMSO u finalnoj koncentraciji od 0,1% (v/v). Istovremeno su pripremljeni
ierlenmajerisapo® mL telne I MS hranljive pAdhdliarmghkojiu ko
su tretirani na identilan nalin kao i erl enmaj
ponavljanja za svaki tretman (kontrolu i floretin).

3.10.2.Spektrofotometrijska analiza

Stabilnost floretina u telni mAithM&nakaodd ogam
podlogama bez biljaka procenjena je primenom spektrofotometrijske analize. U tu svrhu, prikupljeni
su uzorci (1 mL) nakon prvog i desetog danarteeta floretinom ili DMSO. U sve hranljive podloge
j e neposredno pre analize dodat | ist metanol
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Apsorbance uzor aka odr el eAgient 8463 Whasibles p e k t
spectrophotometefSanta Clara Kal i f or ni j a, SAD) na tal asnoj
' iteraturnoj vriednost.i apsorpcionog maksi muma
j e snimanjem apsorpcionog spektra rastvoya f|
dok je |ist metanol koriglen kao blank. Nakor
dodatog floretina (negativna kontrol a) kako
apsorpcije. Ova podl oga jastvor(tadkh Svpa merdnja suizépdieran a
u tri tehnilka ponavljanja. U rezultatima su |
ispitivanih hranljivih podloga.

3.11. ANALIZA SADRZAJA FLORETINA 1 NJEGOVIH

DERIVATA U JUVENILNIM BILJKAMA
3.111. Gajenje juvenilnih biljaka i priprema metanolnih ekstrakata

Obezbelen je biljni magaluBlodrPr kkaloi gneo® 2 20 n
mase juvenilnih biljaka uzorkovano je po jedn
floretina, odnosno DMSO (0 h), kao i nakon jednog, tri i deset dana od trenutka dodavanja ovih
jedinjenja. Juvenilne biljke su temeljno isp
tel nosti u papironn. B maferijdl e eodmah zamrznut e t n om Klesset u  (
Tehnogas AD Beogr ad, Srbija) i us k| a d-80tCt(Nondic kab | a b o
ULT U25Q Veerlgse, Danska) do dalje analize.

Za potrebe metanolne ekstrakcije homogeni z
aelstrakti su pripreml |j e AorkaRharthadensjadjoe.m Gdlsa m,g e
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 biljakaA. thaliang pri menjena je analiza visokoefi
masenim detektorom (endnigh performance liquid chromatography with mass gspeocetry,
HPLC/MS). Prethodno pripremljeni metanolni ekstrakti uzoraka profiltrirani su kroz membranski
filter prelnika pora 0,22 Om, a zatim Watefsekt o
HPLC sistem, koji se sastoji otl25binarne pumpel510termostata (enghermostated column
compartmenti 717+ur el aj a za aut o mautosamoley,ispmegneithgtsa magemime (¢
detektoromEMD 1000sa jednostrukim kvadrupolom (engingle quadrupole (Waters Milford,

Masal usets,anSddaDr)di Kkacor isgti eni su metanol ni rasi
(SigmaAldrich, Saint Louis, Misuri, SAD). Za hromatografsko razdvajanje fenolnih jedinjenja
kori gl en a-faina koloreSyremetzynch8 RP di menzija 150,kbm I 4,

| esti caWatedls 5MiOinf ¢r d, Masalusets, SAD) povezane
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guard columi . Hr omatografsko el uiranje i7kvorrg egn oe njje
dve mobilne faze: 0,1% (v/v) mravlja kiselina (komponenta Acetonitril (komponenta B) u

sl edeilem koncentraci onom-29 ma HOR20dwv}Bu20400indd n 10
40% (v/iv) B; 4045 min 4010% (v/iv) B; 4552,5 min 10% (v/v) B. U sastavu masenog
spektrofotometra sa jednostrukim kvadrupolom nalaa jonski izvor tipa elektrosprej jonizacije
(eng.electrospray ionization ESI ) . Temper at u°C,aokijesem@eratura raalvrau | e
kapilare bila 3808C, a protok gasa N500 L Hh. JonsKki izvor je bio pod
napon nasrhu kapilare jonskog izvora (encapillary voltagg 3,0 kV, napon na konusu (ergpne

voltagg -35 V, vrednost ekstraktora (erextracto) 3, 0 V, napon radio frel
V. Detekcija floretina I nom @igzacionom mddel,ru opsegi cal | z
100-1000 m/z Fl oretin i florizin su identifikovani
(SigmaAldrich, Saint Louis, Misuri, SAD), koji su odgovarali vrednostima od &¥3(floretin) i
435m/z(florizin) (m/zi mas a/ nael ektri sanje). Ukupna kolilin
met odom eksternog standarda, ralunanjem povr g
kolilina standarda i 7TiFW.rveednesti koefigijenta detejinacijei(RR)i ¢ a ma
dobijenih iz kalibracionih krivih iznosile su 0,998930 za florizin i 0,997873 za floretin. Ostala
jedinjenja su identifikovana na osnovu porele
podataka i snimljenim spektrima za stand&der i gl ene u anali zama. Usl e
standar da, s a d r fJomefin-digtikozidd a bflaretindniag | | Roz il da j e

mi krogrami ma ekvivalenta florfF¥W)naSpol goamo me
floretin-2-O-malonikh e k sozi da i zragen je u mikrogrami ma
mase (ug Flt ¢l  F W) . Obrada podataka i identifikacij
programuWaters Empower @Vaters Mi | f or d, Masal usets, SAD).

Strukturne formule firetina i njegovih derivata konstruisane su u progravarvin
(ChemaxonLtd Budapes)i. Dalliajresrkia podaci jednafaktarifalnea L e n i
analize wvarijanse (ANOVA). Statistil ki znal a
Fi gvemmpasthoct e st om naj man j(engkinsal earf e Ireaazdti KSD)gni f i
na ni vou Pxnadl, @j5n o0 sStvie aurp@drameStatistica(GtatSefnire., SAD).
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4. REZULTATI
4.1. UTICAJ FLORETINA NA RASTENJE, RAZVICE 1

MORFOLOSKE KARAKTERISTIKE JUVENILNIH BILJAKA

411Analiza uticaja floretina na klijal
biljaka u kulturi in vitro u prisustvu saharoze i mieinozitola

Procena fitotoksilnost:.i floretimanjkeaoelomlt
bezbednog bioherbicida zapoleta je detaljnim
floretina na Kklijanje, r a s tjvenijnia piljakamadehirsted. | m C

thaliana gajenih u stabilnim i kontrolaim usloviman vitro kulture.

4.1.1.1.Uticaj floretina na klijanje semena

Ispitivanjem klijavosti semenaA. thaliana n a hranljivim podl oga
koncentracijama floretina (01500 OM) utvrlLeno je da floretin

semena ove biljne vrste. Statistilka anali za
tretmana fl oretinom i kontrolnih uzoraka u 1is
odnosno da tretman f | o wlkpanprozanat proklijaéh semergdpelg n o u
7. lzuzetak je zabelegen u tretmanu najni gom
pet dana tretmana uolen blag porast Kklijavost
ukasnimv emenskim tal kama procenat klijanja nij e
odnosu na tretmane sa Vvigim koncentracijama f|I
i bez wuticaja na konal an udeo proklijalih sem

Tabela 7.Procenat pklijalih semenaA. thalianana hranljivim podlogama sa floretinom nakon 5, 10 i 15

dana tretmana. Juvenilne biljke su gajeneétro, u vertikalno postavljenim Petkiutijama na ¥2MS hranljivim

podl ogama obogal eni m 3ifbzitadoanhUtabeli swpnkazane Breddjd Wednosti ea
standar dni m gtandagdkeeana S(Engz.a svaki tret man. | st a
procentima Kklijanja izmelLu tretmana u istim vrel
Fi ger omag naemgtea znBRf apnesS5yazEk«kpen(i ment j e izveden
30 semena po tretmanu (n = 90). “2M&odifikovana Murashige i Skoog (1962) hranljiva podloga sa upola

razblagenim sadrgajem mineralnih soli i vitamina.

Floretin Procenat proklijalih semena (%) + SE
(UM) 5 dana 10 dana 15 dana

0 70,0+4,7% |789+35 |828+36
125 778+4.,0 83,3+3,3 |86,7+2,%
250 60,0+553°> |722+52 |767+5,6
500 65,6 + 5,0° 74,4+53 | 75,0+6,7
750 62,2 +2,2° 71,1+ 3,5 | 76,7 +£2,%
1000 63,3+4,7 |744+43 |833+4,9
1500 70,0 +6,3° 80,0+58 |83,3+4,2
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U kontrolnim uslovima, kao i u svim tretmanihd or et i nom, zabel egena

klijanja uprkos primeni postupka hladne strat
klijanja. S obzirom na to da je manji broj se
takve juvedi | ne bil j ke pokazivale izrageno kagnjen
j edinke, radi obezbelivanja metodol ogke wupor
dal jim ispitivanji ma obuhval ejuvenilnes lljke iusrdndjj ul i
vegetativnojfazi o dnosno one koje su proklijale u roki

41.12Uticaj floretina na izdugdgivanje pri

Analiza fitotoksiilvirougk adzed loar ajng an a |i oznogaigyi ennau
sistema juvenilnih biljak#. thalianana del ovanj e fl oreti na, kako U
korena, tako i u pogledu promena njegove morf
korenova.

Vizuelnim pregledom kontrolnih juveninh  bi | jaka utvrlLeno je de
beli |l aste boje i bl ago talasastog obl i ka, s a
korena za posmatrani razvojni stadijum juvenilnih biljagike 12-14). Kontrolni korenovi su se
intenzivnoi zdugi val invitcokus$ t @aviemaosti guli duginu od

nakon 10 dana, odnosno 60 mm nakon 15 dana tretrSéka {5A).

Kontrola 125 pM floretin 250 uM floretin

500 uM floretin 750 uM floretin 1000 pM floretin

.".v /)

Slika 12. Juvenilne biljkeA. thaliananakon 5 dana tretmana floretinom (0, 125, 250, 500, 7500 u®9).
Juvenilne bilike su gajene vertikalno u Péutijamas a | vrstim I MS holaodg ali @nimmp
saharozom i 0,01% mimozitolom Bar. 10 mm.
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Za razliku od kontrolnih biljaka, kod juvenilnih biljaka gajenih na hranljivim podlogama sa
floret i nom u koncentracijama od 125 -gavisndifhbidja OM,
i zdugi vanj a pSlika i%a&)r Tako @, n& primeg, naakongentraciji floretina od 500 pM,
proselna dugina primarnog Kk o4rmmrakon 10 dama édhoano 4 , 9

23,6 mm nakon 15 dana tretmana, ¢gto pribligno
biljaka iste starosti. Koncentracije floretd.i
primarnog korenailisugapotpuncb ust avi |l e. Na najvigoj ispitiyv
OM, proselna dugina korena iznosila je 3,5 mm
15 dana tret mana. I nhi bicija iziduggeanjsa peir
porastom koncentracije fl or et i rShka 1bB)jMMaksimang a ma ,
inhibicija izdugivanja primarnog korena od |

koncentraciji floretina od 1500 pM.

Kontrola 125 uM floretin 250 uM floretin

C

500 uM floretin 750 uM floretin

Slika 13.Juvenilne biljkeA. thaliananakon 10 dana tretmana floretinom (0, 125, 250, 500, 750 i 1000 puM).
Juvenilne bilike su gajene vertikalno u Petri kutijssna | vr st im | MS holodgal enimmp
saharozom i 0,01% mimozitolom Bar. 10 mm.

Procenat inhibicije od 38 (ICsov r ednost ) ostvaren je na kongc
nakon 10 dana tretmana. Na osnovu ove vrednosti, za radnu koncentraciju floretina odabrana je
koncentracija od 500 OM, koja je primenjena
biohemijskim analizama.

Pored znalajne inhibicije izdugivanja primarn
velim od 500 OM, primeiena je i promena boje
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4113Ut i caj floretina na formiranje bolr

Formiranje bol ni h Kkor A& thalianaj ek ozda p oul veel noi | ma kho 1

izlaganjasemena svetlost Kod kontr ol ni h juvenilnih biljak
formirali u periodu od 10 do 15 dana, tako da je nakon 15 dagatt mana f or mi ran u p
koren po biljci Glika 15C) . U ovom vremenskom periodu | esto

grananja bolnih korenova.

Kontrola 250 pM floretin

Slika 14. Juvenilne biljkeA. thaliananakon 15 dana tretmana floretinom (0, 250, 500 i 1000 dM)enilne
biljke su gajene vertikalno u Petobbokaiiejnama3fasil
i 0,01% miginozitolom Bar. 10 mm.

Juvenilne biljkeA. thalianagajene na hranljivim podlogama sa floretinom formirale su maniji
broj hb&lomienova u por eSlka A5CuD. fakon KL® dabar tretmana, ma (

juvenilnim biljkama nije primeieno vige od |
koncentracijama fl oretina. U ovoj vV rna jemenacs k o j
najizrageniiji negativni ef ekat na formiranje
tretmani ma sa nigim koncentracijama floretina
korenova, dok su na srednjim i visokim koncenjragsima f or mi ral e od | et i ri
pribligno pet puta manj.i br oj bol ni h korenova
visokih koncentracija bio je znatno izrageni|j
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Morfometrijske karakteristike juvenilnih biljaka A. thaliana
@5 m10 @ 15dana

A Duzina primarnog korena B Inhibicija izduzivanja primarnog korena
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Slika 15. Uticaj floretina na morfometrijske karakteristike juvenilnih biljakathalianagajenih na hranljivim
podlogama sa saharozom i mimzitolom. Juvenilne biljke su gajene vertikalno u Petri kutijama na ¥2MS
|l vrstim hranljivim p1ba0 py san®h salsacozorh | @01% tmimozibolam. ( O

Vrednosti morfol ogki h pardanmneetmanadai Dudh enlae pen enBs moq,
i Doznozavi sne krive inhibicij@i Pirzodsuediavna njrao jpDh odarnrinha
Doznozavisre kr i ve i nhi bi cij &1 Proceratauvenilmih biljaka koje su fermimale a ;
adventivne korenové& 1 Pr os e | an @®irDoujg il ni as tnoaviHd; Dognezavishe keve iahjbicije
izdugivanja izdanka. Hivs £dgioami praeddstaadlajrajniu ms mga
graficima predstavljaju rezul t(@¢ OCF,@=)yoviogygt a eslt @v :
razli ke u srednjim vrednostima tr et manarinibsiuol sotgak

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 wuoll jiwvi
baze primarnog koeemnazli kmovdloil og#i beslunish kor
adventivnih korenova razvijen u periodu od 10
neuj ednal ena | ak i na kontrolnim tretmani ma.
adventivne korenove, dok su druge imale najl eg
Zbog navedenih variranja, kao najpouzdaniji parametar procene uticaja floretina na njihov razvoj,
umesto proselnog broja advwelntjiev mirto ckemragn dv d jpa
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 $lika 15E).

Procenat juvenilnih biljaka sa adventivhim korenovima nakon 10 dana tretmana niskim
koncentracijama floretina bio je negto nigi n
tome, tretman visokim koncentracijama ispoljio je stimulativno delovamje,j e znat no vel
juvenilnih biljaka razvio adventivne korenove (4460%) Slika 15E). Nakon 15 dana tretmana,
procenat juvenilnih biljaka sa adventivnim ko
nego na kontr ol ndkmntcreemtt maarcu .j aNMea il @irmti na zab
takvih juvenilnih biljaka, dok je na visokim koncentracijama taj broj iznosio od 58% do $iBka (
15F) . Za razliku od primarnog korena, boja ad:
koncertracijama floretina.

Rezultati ukazuju da niske koncentracije floretina blago inhibiraju formiranje adventivnih
korenova, dok visoke koncentracije u poletnoj
dugeg izl aganj a, razdli«kese zmmdm) ujriet mgna $ u ke
zavisi i od koncentracije, i od trajanja tretmana.

4115Uticaj floretina na rastenje i raz\
Analize fitotoksilnog delovanja floretina
biljaka A. thalianana pr i sustvo ovog jedinjenja, proi | em

izragenije na vigim koncentracijama floretina

Nakon 5 dana tretmana, izdanak kontrolnih
dok su praviil st o v i bil i u stadijumu pupol j ka. Prose
nije se znalajno razlikovala izmelLu kontrole
juvenilne biljke polele su da erodquwbrgzavglidisnppr av
rozetu. Petnaestog dana, |l i snu r ozetSlka$5B| i nj a

prosel ne dugkalbg). 7, 8 mm (

Juvenilne Dbiljke gajene na hranljivim pod]
sitnferozete sa manjim brojem |istova u porelenju
rozet.i bio je znalajno smanjen velSlked5PhtNaet man

srednjim koncentracijama floretina, juvenilne biljke su razvijaleasgku po 5 listova u rozeti, dok
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SuUu na tretmanima sa visokim koncentracijama i
manj i br oj nego kod kontrolnih biljaka. Takol
na tretmanima sa vikon koncentracijama floretinegs(ike 13 i 14.

Tret mani ni gim koncentracijama floretina |
dok su srednje i vi soke Kk &likeg B6)t.r a£a j ea i Imak e
primarnog korena, kibkoga je maksimalna inhibicija od 86% postignuta nakon 10, odnosno 15 dana
tretmana 1500 OM floretinom, I nhi bicija izdar
nakon 10 dana, odnosno 54% nakon 15 d&8lkaa tr e
15H) . Procenat i nhi bi cij e sivedhost) nakan i% @danaitretrdaman k a
odgovarao je koncentracij.i floretina od 1125
floretina na izdanak u pakaelLenju sa korenom |

412Analiza uticaja floretina na morf ol
kulturi in vitro u odsustvu saharoze i mionozitola

U cilju boljeg razumevanja delovanja floretina, a s obzirom na to da se ugljeni hidrati u

zeml jigtu nal mz&obi lmimamealh ne sluge biljka
sprovedena je analiza morfometrijskih parametara juvenilnih biljaka gajenih na hranljivim

podlogama bez saharozeimionozi t ol a (BSI M). Cilj ovih istr.
koji supl ementacija ugljenim hidratima moge i ma

floretinom u standardninm vitro uslovima.

41.21.Ut i caj floretina na izdugivanje i
korena

Analizom morfometrijskih pr amet ara wutvrlLeno je da je rae
biljaka (kontrolnih i tretiranih floretinom) gajenih u odsustvu saharoze inuipitola bilo znatno
sporiey odnosu na biljke gajene na klasilWMim po
Fitotoksilno delovanje floretina na bilj ke gz
inhibiciju rastenja iSlkaz6d,Bg. v@wmgian o rp mamarmgo &
dana se veoma mal o r azl i kkorcantraxijamaefltretinat ati g bilma n i r
znal ajno niga u porelenj uSlikada6Ad.u gNaloonn kbhtd adnh a
dugi nan&dotre@efamanu najnigom primenjenom koncen
manja u por dloemj udoska jkeomtar a r et manu naj vigom Kk
bila skoro 5 puta manj a. Nakon 15 dana, razl il
je na tretmanu sa 125 OM floretinom pdupidsel ne
smanjena u odnosu na kontrolu, dok je tretman koncentracijom od 1500 puM doveo do skoro
sedmostrukog smanjenj @likad@ji ne pri marnog koren

lako odsustvo saharoze imionozi t ol a u hranljivim podlog
maksimalnogirtnzi t eta inhibicije floretinom postign
povelanje procenta inhibicije izdugivanja pr
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floretina, Uu svim ispiSikaviéBni m wvyoe mé e afausa s @ a l|
saharozom i mignozitolom Slika 15B). ICsov r ednost dosti gnuta je vel
nakon 10i15dana,dokjetar ednost Dbil a znat no:400uaakond0d k| as
375 yM nakonl 5 dana. Takole, pahja i syim pusrkasranim avremeasgim d e |
tal kama formiran je polevgi od 500 OM koncent
mio-i nozi tol a, gde je bio primetan stalan por a:
maksimalnih vrednostizdat u vr emensku tal ku.

4122Ut i caj floretina na formiranje boln

Primordije bolnih korenova na BSI M podl oga
i kod SI M podl ogdanabdzlaganjagvetlest u Me.L uit i mQ . pr osel a

korenova kod kontrolnih juvenilnih biljaka za
nego na standardnim SIM podlogama (20, 6) . Ne
znahapthi mulacija razvoja bolnih korenowlkana s
16C) . MeLut i m, u narednih 5 dana, nove primord
floretinom nego na kontroli, b @alk i Idak g ree nnoavkao
tretmanima floretinom bio manji nego kod kontrole u proseku za 8#a(16D) . Ol i gl edno

je tretman floretinom izazvao prolaznu sti mul
prevazil agenj griinfairbniocgi jkeo rreansat.e nMaak si mal na i nh
od 56% postignuta je na koncentraciji od 250 uM nakon 15 dana tretmana, dok su srednje i visoke
koncentracije bile manje inhibitor neinozitdbauge mo
podl ogama wublagilo negativan efekat floretina

4.1.2.3.Uticaj floretina na formiranje adventivnih korenova

Odsustvo saharoze i minozitola znatno je usporilo razvoj adventivnih korenova, tako da su

seonikodkontromh j uvenil nih biljaka r aztaganjpseetlost. Na e k i
svakom od tret mana, zabelegen je manj.i procer
odnosu na SIM podlogu u istim vr e meznaspka gne ntoa |j

znatno stimulativno delovanje floretina koje je bivalo sve intenzivnije sa porastom njegove
koncentracije $lika 16E). Tako je na podlozi sa 125 pM floretinom samo 1,7% juvenilnih biljaka
razvilo adventivne korenove nakon 10 dana tretmanaselola floretinu u koncentraciji od 1500 pM

ul estal ost nji hovog formiranja povelala na 49
biljaka razvilo je adventivne Kkorenove, dok
koncentracijom floreting 1500 OM) bil o | ak 66 %. U porelenj i
postignuta je pravilnija distribucija adventivnih korenova, koja je bila daavisna.
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Morfometrijske karakteristike juvenilnih biljaka A. thaliana
gajenih na hranljivim podlogama bez saharoze i mio-inozitola
05 @10 @ 15dana
A DuZina primarnog korena B Inhibicija izduZivanja primarnog korena
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Slika 16.Uticaj floretina na morfometrijske karakteristike juvenilnih biljgkathalianagajenih na hranljivim

podlogama bez saharozeimion o zi t ol a.

GiDugi na

srednj e

Juvenilne biljke su gajene
hranljivim podlogama sa floretinom{D5 00 OM) . Vrednost i mor fol ogkih p
10. i 15.dana tretmanaA i Dugi na pr i m@&riMozgoz Bwr ena; kri ve inhibi
primarnog korenaCi Pr ose| an br oj Dhdbznozlavkenend&va,ye inhibi
korenovaiE i Procenat juvenilnih biljaka sa formiranim adventivnim korenovillBPr os el an br o
najHd Dagmwga Vi sha; krive inhibicije izduugiva
vrednost.i sa standardnim gregkama (SE), P2
zn®fapnés5yazlska slova oznalavaju da raz

naj manj e

statistil ki

zZ n aZ vag dheen
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4124Ut i caj floretina na rastenje i raz\

U skladu sa sporijim razvojem korenovsigtema na BSIM podlogama u odnosu na one sa

saharozomimi@ nozi t ol om, zapagen je I negto sporiji
SI M, floretin je imao znalajan uticaj na bro
kontrolnejuven | ne bi l j ke razvile su u proseku po ges
biljaka br oj |l i stova bio znalajno manj i . Na t
zabelegeno je samo tSlika 16HoPi Imetiiernia |jies tia bploa grao
tretiranih juvenilnih biljaka na srednjim i v

Dugina |istova juvenilnih biljaka, koj i su
je znal ajno manjlai sut cowdan oksaun tnrao Idnuighi njuuveni | ni h
kod kontrolnih juvenilnih biljaka iznosila je

(1500 uM) 2,7 mm$likaleG . U peri odu od naredni h ilpkadaa n a,
tretmanu najvigom koncentracijom floretina po
za 1,6 mm. Najizradgenija inhibicija izdugivan
UM floretinom i iznosila je 30,4%Slika 16H), o gkiazuje na slabiji inhibitorni efekat floretina na

BSIM u odnosu na isti tretman na SIM podld2lika 15H; 54,2%, 15 dana, 15QM).

41.25.Ut i c aj produgenog tretmana floreti
juvenilnih biljaka

Produgenietraebmaf28l dana) izazvaoAijhaianazr ag
u odnosu na tretmane k rSéika a7y Koren, &go & indprei kantfolnik 0 i
jedinki, bil i su dobro razvijeni i azgrhmah sai . K
vidljivim primarnim i sekundarnim bolnim kore

Listovi su se karakterisali intenzivhom zelenom bojom, za razliku od kotiledona koji su bili
hlor ot i | ni [ senescentni, gto predstavlja deo
gajenja u kulturin vitro, na kontrolnim jedinkama bile su primetne i cvetne stablf{d&#& 17A).

Nasuprot tome, jedinke tretirane floretinom imale su sitnje z et e sa hl oroti | ni
Il i stovi ma, dok su korenovi bi |l i SlikaWéBtD). Brojbr aot
hl or ot i | nillvad se satkoneeatragjamvileretina u hranljivoj podlozi. Nakon 28 dana,
samo nekoliko biljaka jerpe gi vel o na vi gi m koncent pM &likg a ma
17D).
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Slika 17.A. thaliananakon 28 dana tretmana floretinom (produ
Petritk ut i j ama na I MS | vrsti m hr ainbztiaAi Kontwle;Ail Teegnanma b e
250 pM floretinom;C i Tretman 500 uM floretinon i Tretman 1000 uM floretinonBar. 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 fitotoksil|lnihuj ediakjsenjma
biti sprovedena prskanjem ili putem irigacije, prilikom koje biljka stupa u kontakt sa aktivhom
supstancom iskljulivo preko korenovog sistema

je pralen efekat floketéna, usaomenbgl pgkeekat
biljaka A. thalianau uslovimain vitro. Eksperimentalni dizajn podrazumevao je gajenje juvenilnih

biljaka na podl ozi bez floretina u trajanju c
podlage sa floretinom (0, 250, 500 i 1000 OM) p
i zbegnut direktan kontakt i zdanka sa floretin
del ova juvenilnih biljaka. Nd joakaa pnualeimm isriingual

prikladan usloviman vitro kulture, koji bi bio uporediv sa rezultatima prikupljenim iz prethodno
opisanihin vitro eksperimenata.
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Slika 18. Efekat floretina na. thaliananakon 28 dana tretmana posredstvom korenaenime biljke su
gajene na | MS hranljivoj podl ozi sedam dana, nak
floretinom (0, 250, 500 i 1000 uMA 1 Kontrola; B 1 Tretman 250 pM floretinom¢C i Tretman 500 pM
floretinom;D i Tretman 1000 puM floretiom.Bar. 10 mm.

Vizuelnim pregledom i merenjem biljak& thaliananakon 28 dana tretmana floretinom
ustanovl jeno je njegovo negativno del ovanje n
i masi kako korena, tako i nadzemnih delova bi({Bkke 18 i 19.

Najizragenije promene uol ene su na kor enct
mani festovale su se kroz skralenje dugine kor

braon nijanse. Ovi efeksia bilgi mskonzeaSlkmarcj) | c
18B-D).Merenjem mase korena potvrlLeno je njeno s
dok je statistilKki znal ajna redukcija zabeleg

1000 uM Glika 9B). 6

Tretman floretinom ispoljio je inhibitorni
u direktnom kontaktu sa podl ogom. U porelenju
sitnije i svetlije obojke®lka18i.s tkoovde ,k oknator oil nkirha i
j e bolno grananje stabljike, dok ova ©pojava
Formiranje stabljika sa S$likad&AiC), dokje dii primeniflpretinaz n a |
u koncentaciji od 1000 uM u potpunostiizostalSlikka18D) . Svega masa i zdanak
znal ajno smanjena pri svim primenjenim koncen
pokazivao doznaavisan trend Slika 19C) . Uol ena r ezdauj kecdinjoa snaa siez
mor f ol ogkim promenama izdanaka, wukazuje na to
del ove biljke nezavisno od odsustva njihovog
transport floretina iz korena u nadzesrutelove biljke.
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Slikal9.Ef ekat f | or etA. thaiananakons28 dagauretmaaasposredstvom korena. Juvenilne
biljke su gajene na I MS hranljivoj podl ozi 7 dana
floretinom (0, 250, 500 i 1000 uMRA T Masa celih biljakaB 7 Masa korenaC i Masa izdanka. Histogrami
predstavljaju srednje vrednost:i sa standardnim gl
Figerovog testa n@rmé@njp0pé) znak ajpn slikeasradnjimkredadstana a j u
tretmana nisu statistilki znalajne. Eksperiment |
(koncentraciji floretina) sa po pet juvenilnih biljaka (n=20). F&¢/ve ga mas a b ifréshwemghy t ki v

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 korenaihipakoti kao i pol ogaj a ¢
def ormacije klasi fi kovdeforenacgew vidu (i) taasd, (ii)ipetlje,Jii) o v n €
l at i ni | no()irvdrzgevJaverlire bilike sa deformacijama u vidu talasa imali su pravilno
razvienhip k ot i | i epi kotil, dok su korenovi rasil i

tal asa, daj Udkic alinge (8lika20A).z gl e d

ZarazI|l i ku od njih, kod juvenilnih biljaka
hi pokoti l [ koren izgubili su normalno gravit
petlje il i lo@lka20B, . Kodgnekihjuwenildb AZj aka zabel egene
tipa inverzije kod kojih su hipokotil, kot il e
odnosno pozitivno gravitropsks(ika 20D) . U nekim slulajevima uol| en

deformacija, kao na prier inverzija i petljgSlika 20E)ili inverzija i talas(Slika 20F).
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Slika 20. Razvojne deformacije juvenilnih biljak& thalianaindukovane floretinomA i Talas,B i Petlja,

CiObl i k & Diolwerzijdd&Zi PetljaiinverzijaF i Talas i inverzijaBar. 2 mm. Juvenilne bilike su
gajene vertikalno u Petri kutijama na I MS hr-anlji:
1500 pM).Bar. 1 mm.

Deformacije juvenilnih biljaka postale su vidljive relativno brzo naktijanja semena.

Ul estal ost deformacija zavisil a [Skka2zlgdTretnam | an |
floretinom u srednjem opsegu koncentraciij a, [
broja deformacij a. Na tretmani ma floretinom u
bile deformacije u obliku talasa, mada su se talasijavljalina vi gi m koncentraci
U nekim slul ajevima, obli k deformacije menja

def ormacije u oblopréazile Utalase, ainviernije wpetgel ova AZ
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Deformacije juvenilnih biljaka A. thaliana
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Slika 21. Procenat juvenilnih biljea A. thalianasa deformacijamaluvenilne biljke su gajene vertikalno u

Petitk ut i j ama na I MS | vrstim hr alb00juM)vRrisnstvo defofmaajeajena s
zabel egenadanatretmarGEk sip er5.ment | e i zawl@maesa poB0 semenapbi ol
tretmanu (n=90).

Pojava velikog broja deformacija vel u prv
na poremel aj gravitropskog odgovora il:@ | ak
koncentracijama floretam Inhibicjau o b i | agjrearvdg r opskog odgovora Kk
kvantifikovana merenjem vertikalnog gravitropskog indeksa korena (VGI) nakon 5 i 10 dana
tret mana. Analizom je pokazano da je VGI j u
koncent aci jama floretina i zrmadvilsamh ecoNaidadalijeti:
najizrageniij.i na tretmanu sa 1500 OM floreti

odnosno 41, 2% u porelenju sa Skka22t r ol om nakon

Gravitropizam korena A. thaliana
05 @10 dana
1 1
d e e
= d 5 d
2 os - = ¢ = o
3 I be of be
£ = b ab
T 06 = s 3
x T
o
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©
]
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0
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Slika 22.Vertikalni gravitropski indeks (VGI) korena juvenilnih biljaRathaliana Juvenilne biljke su gajene
vertikalnouPettkk ut i j ama na i MS | vrstim hrdail0joi OMn. p ¥@Gll o g @

5. i 10.dana tretmanadistogranii predstavljaju srednje vr edanzositlii tW
slova iznad stubila oznalavaju statistil ki Penal aj
005.Eksperi ment je izveden u trpotrémaod(m=§0k a ponavl j ar

86



4.2. ELEKTROFIZIOLOSKA ANALIZA EFEKTA FLORETINA
NA EPIDERMALNE CELIJE KORENA

U cilju analize ranih dogalaja iAnthatanasa ni h
floretinom, kontinuirano sui pabhheerpi deomahai h
zoni primarnog korena nakon egzogene primene flordtilak on uspegne penetrac
u epidermalnu leliju korena, u roku od nekol

potenci | al s agipry oz | N8 v6 2 dKod, 63 mV. Nakon
rastvar al (0,1 % dior23% prikazak @ oeprézentativmi papis koji ilbsauje
efekat pri mene etanol nog rastvaral a, odnosn
epdermalnih felija korena.

Za razliku od kontrolnog tretmana, egzogena primena floretina u finalnim koncentracijama

od 250 i 500 OM izazvala je naglu depolariza
mi nutu nakon uSlleR38Bnj.Membroardsgkinapdqt enci jal se
T60 mV izmelLu 12. [ 17. mi nuta tretmana. Amp |

tretmanu sa 500 OM (78,83 N 12,35 mV) bila je
+ 7,87 mV) Slika 23D).

A Kontrola B Floretin 250 uM
-20 -20
= S
S -40 -40
£
:E— -60 = 60
% -80 S 80
[ =
%-100 -\ r— §A100
o A
-120 (A 0,1% EtOH 120 (A
0 | 250 uM FLT
-140 140
0 5 10 15 0 5 10 15
Trajanje tretmana (min) Trajanje tretmana (min)
C . Floretin 500 pM D Amplituda depolarizacije
120
-40
E 0 | p— 100
= — 80
E -80 S
'S 100 £ w0
& w I
S -120 < 40 T
o
-140
1‘ 500 uM FLT 20
-160
0
¢ 5 w1 250 pM 500 pM
Trajanje tretmana (min) Floretin

Slika 23.Reprezentativni primeri originalnihzapia pr omena membr anskog potenci
zone korena petodnevnih juvenilnih biljakathalianan a k on egzogene apli kacije f
rastvor oko korena/(i Kontrola (0,1% etano])B i 250 uM floretin;C 7 500 uM floretin; DT Pr os e | na
vrednost amplituda depolarizacijéd ) membr anskog potencijala sa st
tretmanima 250 i 500 uM floretinom. Membranski potencijal je meren kod pet juvenilnih biljaka za svaki
tretman. Studentovirat e st om ena ezmudlvajlna razlika u prosel nim
tretmana 250 i 500 OM fR<D0®t i nom, na nivou znal aj
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l ako uolena razlika u amplitudi depol ari z.
statistil ku znal ajnost, owziavriesznuolgt aetfie kptoat vfrl Lour
promene membranskog potencijala epitela kor@va.zag g anj a pot vr Luju da f|
kont aktu osftivairaljegkinagfamkaponhankojahovo debsug
za naredne pr omejueenimhhbiiakat enj u i razviliu

4.3. ANALIZA HISTOLOSKE ORGANIZACIJE KORENA

JUVENILNIH BILJAKA
431Ut i caj floretina na hiaoegtkwdnaw gku or g:

U cilju evaluacije efekata floretina na h
sprovedena |je histologka analiza wuzoraka zas
preparata primarnog kor enja@. Naddag z nfail kisna cainjad iizihr
u arhitekturi korena kontrolnih i juvenilnih biljaka gajenih na hranljivim podlogama sa 500 pM
floretinom u trajanju od 5 i 10 dana. Poots mat r
cap, RC), meristemska zona (emgeristematic zonéZ) i elongaciona zona (englongation zone
EZ).

U kontrolnim (netretirani m) uzorci ma, kor e
zonalnu organizacijSlika24A) . Lel ije kol umel e su Jrizimatprd awig
obl i ka, uredno rasporelene u uzdugne redove,
amiloplasta, koji su lokalizovani pretegno u |
delovali kompaktnije, sa jasno diferenciranimeskrni m zr ni ma, gt o je uka:
ul ogu u gravitacionoj percepciji. Api kal na zc
l jugtile sa bazalnih slojeva kolumele, doprin

Promeneu z gl edu i organizaciji korenove kape

gajenja juvenilnih biljaka na podlogama sa floretinddlik@ 24B). Mikroskopska analiza uzoraka

korena nakon tretmana fl oretinom | ge koje surse | a i
najizragenije manifestovale u zoni kol umel e
znal ajno redukovani h dimenzij a, sa narugenom
gubitak strukturne koherentnosti, dok su amispil koji su se u kontrolnim uzorcima jasno

identifikovaldi i pravilno | okali zoval i, u t
rasporeleni [ mor fol ogki nedi ferencirani. Ov e
percepcijeipoteni j al nu redi stribuciju skroba unutar |

Najizragenije promene uo|lene su u apikalno

vigeslojni kompleksi Ilelija koPlita2pBpk adDupuli 2ha
hi pertrofirane, nepr avi | ne ganzacife,osh adyjivinp gubitkomi z r a
felijskih kontura i melLusobne povezanosti. N j
intenzivirane procese lelijske smrti, gt-o uke
senzornogtkiva.Ukumn pos matrano, opisane morfologke pro
znal ajno interferira sa normalnom ontogenezom

88



500 uM floretin
N

Slika24.Ut i c aj floretina na histol ogku A thgdiamaJuverdei j u a
bilike su gajene vertikalno 10 dana na ¥2MS hranljivim podlogama bez (kontrola) ili stkkalnds00 uM
floretina.A i Kontrola;B i Tretman floretinomA1i amiloplasti; QO mi r uj ul i quiscencente); ( eng .
RCi korenova kapa (engoot cap. Snimak je napravljen pod svetlosnim mikroskopaxiovert(Carl Zeiss

Jena, NBam25|uk.a ) .

U kontrolnim juvenilnim biljkama felije meristemske zone Kk
me Laubsn o |l vrsto povezane i jasno organi zovane
kontinualna organizacija od apikalne zone ka
elijsku prol i f eStika24A)jNasuprottdmefudretiemi cu z carcdijma (u ol &
znal ajne promene u morfologi]j. [ rasporedu |
nepravilnog oblika i dezorgani zovanog (Sikaspor
24B).

U el ongacionoj zoini kofdteéksa lkpddermitsaani
hi pertrofirane, ali istovremeno Slika@3Aahodamok r al

U pojedinim regioni ma ebpeildeegrimaslenidhe Iliemiiljnao oodd vk
naroliizr ageno u mer i st Remstaki mgrfometrijeke analigekad traginanshj  z
biljaka potvrdili su znalajno skralenje dugin
u odnosu na kontrolnjavenilne biljke Slika 25B).

Uo | e pie ns ts & mesistemskg i @longacionezone zaj edno sa strukt
epidermi sa, ukazuje na i zr ag e njovenilnihtbipakaoréteAi | n o
thaliana naro|lito u zonama aktivne [elijske deobe
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500 uM ﬂen B E Kontrola @500 uM
A

EZ
800 - * ok ok

%k ok

MZ

— RC MZ EZ

Slika25.Ut i caj floretina na hi st ol o @kthaliavardgenine kljkecsit j u k
gajene vertikalno na ¥2MS hranljivim podlogama bez (kontrola) ili sa dodatkom 500 uM flor&tina.

Hi st ol ogka organi zaci jbijakgA. thaliemanakonglO daoartretmasna (kontrelain i | n
floretin); bar 50 ym.Bi Dugi na zona pri marnog korena nakon 5 d:¢

srednje vrednosti dugine zona primarnog korena 20
oznal avaju stat i sP<0,0R1l(*gna ashoau Smentovogrtestaindzavisnihuoraka.
RC1 korenova kapa, MZ meristemska zona,BZz ona i zdugi vanj a.
432.Ut i caj floretina na velilinu [ d i
kolumele

Metodom bojenja skrobnih zrna Lugolovim reagensom i mikroskoppkégledom vrhova

korena juvenilnih biljak#\. thaliang ot kri vene su znal ajne razlike
u felijama kolumele kontrolnih i juvenilnih

tretmanaKorenova kapa juvenilnihbij aka iz kontrol ne grupe odl il
veli kog broja jasno vidljivih i morfologki ra
[ elija kolumele. Uoleni amil opl astSlikag8yTakvaupni
raspodel a i izgled amiloplasta ukazuje na fun

gravitropskog stimulusa.

Suprotno t ome, kod juvenilnih biljaka tret
kvantitativmii pwstevne| ami luopl asta. U f[elijama
floretinom uo|l ava se znatno manji broj amil opl

sa ohima u kontrolnim uzorcima.

Ovakav poremeli aj u dgstsebdovestiamul opkasses
razvojnim deformacijama i inhibicijom gravitropskog odgovora kvantifikovanom preko smanjenja
VGI (Poglavlje 4.1.4.
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Slika26.Ut i c a ] floretina na velilinu i di skape(eng.tooti j u a

cap, RC)juvenilnih biljakaA. thaliana Juvenilne biljke su gajene vertikalno na ¥2MS hranljivim podlogama
bez (kontrola) i sa dodatkom 500 pM floretina i obojene Lugolovim rastvorom nakon 10 dana tretmana.
Ljiubi] asto oboy ewiadIsjkirwa na [demieylagtiBar 5&pon] u mel e. A

44. ANALIZA ULTRASTRUKTURNIH KARAKTERISTIKA
MEZOFILNIH CELIJA JUVENILNIH BILJAKA

U cilju detekcije i analize efekata floretinamd t r as t r u k t u skiaktilnegltkivg a f o
juvenilnih biljakaA. thaliana,k or i gl ena je metoda transmisione
primenjena na uzorcima listova juvenilnih biljaka podvrgnutim tretmanu 500 puM floretinom u

trajanju od 10 dana (kratkotrajni tretman) i

441Ul trastrukturne promene mezofilnnih

floretinom

Anali zom preparata odse]| aka Al thaiagnastarasti k0o nt r
dana, utvrlLeno je da se mezofilne | eposequeg odI
krupnu, centralno postavljenu vakuol u i uol | j
njega odvojeno tanjim slojem citoplazme homog
standardnog oblika i dimenzij$ika 27A). Uk ont rol ni m [ el i jama uol en |
i brojni hl oropl ast. pravil nog, solivastog
hl oroplastima su wuo|lena skrobna zrna, Skkao i
27B).Opisanau | t rastrukturne karakteristike mezofiln
mor f ol ogku organizaciju i fiziologku stabi |1

potencijalnih promena kod tretiranih uzoraka.
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Slika 27. Efekat floretinam ul trastrukturu mezofilnih {elija ju
tretmana. Klijanci su gajeni vertikalno 10 dana na ¥2MS hranljivim podlogama bez (kontrola) ili sa dodatkom
500 pM floretina.Kontrola (AiB): AiLel i j e pr aviupmomgakuolbm (V)kjedrom @) ik r
normal ni m melul el iBjisMitohondrife (M) $ hlavoplastnéCh) pravjing strukture sa
skrobnim zrnima (sg)Tretman floretinom (C-E): C 7 Neravnomerno granulisana citoplazma (c) sa
povrginama n&@ar avislmaong emlel gustine, hloroplast:i (C
distribucijom tilakoidaD i Hloroplasti (Ch) nepravilne strukture sa lezijama (l), koji su zajedno sa ostatkom
protopl asta odv o Ee rPreseloldilerhaefTi itrghsidap Brikazanedsa reprezentativne
mikrografije iz tri nezavisna eksperimenBar. 5 um.

Desetodnevni tretman 500 uM floretinodoveoje doi zr agene promene u
mezofilnih [ el iAjthaliajau vGennitlrnai | hauimaihépdaudraevakiuglagdok

je citopl azma, slilno kao kod kontrolnih 1[e
Citoplazma je | esto ispoljavala neravnomer nu
elektronske gustine, kaoiregioni s ke el ektronske gustine raspor
zonaBlika27C) . Kod brojnih felija registrovano je «

i njegovo povl al enj eSlika®27Dc Klordplasé sunpokarivaheptavilnui e | i j
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organi zaciju tilakoida stro8ilika2vC,Qr. arZa,p a2z np g je

br o] skrobnih zrna u odnosu na kontrolne el
ol uvana. Za razliku odimaz kfsiill eima Ine lsiSjikaz,a bie |
27E).

Dobijeni rezul tat.i jasno sugerigu da tret
integritet mezofilnih flelija, narugavajuli o
specifiyhbnidokestruktura ksi |l ema fererijdra josetljivost pr o m
tkiva.

442Ul trastrukturne promene mezofilnnih

floretinom

Anali zom preparata odsel aka Al thalianastarasti RBo nt r
dana, utvrleno je da su mezofilne lelije bile

(Slika 28A) ili dominantnom vakuolom u centralnom delelije (Slika 28B). Ravnomerno
granulisana citopl az heijskayaijalBlikad84 B)sdek jewmojedlivim | a d

slulajevima bila smegtena izmelu dve vakuol e
[ el $likae8CLel i je su najlegle posedovale krupno |j
s me ¢ t eentmlnom dedu elije (Slika 28A, D) . Ponekad su se mogl e wu
smegt eni nielijskogteidd Stika 24C) . Hl oropl asti solivastog
zrnima i pravilnom organizacijom tilakoida strome i grana, kao i mitohpnelri nor mal ne v e
izgleda, bili su smegtSkaR8AD). bl i zi ni [ elijske
Produgeno izlaganje floretinu u trajanju
ultrastruktur.i mezofilnih [ elijga zjiudvae nbillnii hs u
izmenjeni u smislu lokalnog istanjenj8lika 28E) ili zadebljanja Elika 28F), dok su se u nekim
[ elijama uol avali nai zmeni |l no rasporeleni seg

zidu testerasti izgledSlika 28G. Na preparatima tretiranih wuzor
stepena Nejkiee [cechjlael-ap @apthotl iel] ey spa okar akteri st |
tankom zonom veoma kondenzovane Slka28K).Kbdz me g &ad

ogtelenih lTelija, organele su bile potpuno de
uo|l aval e mnogoSka@gHne Slkrzolkmd ezn(na skoro nisu
pojedinih Tlelija, u bl i zikmuil et cormgplidstah ivad.\
karakteristi kama odgdcika28l. e Dedtad f agim rminml t loin
se vezikule formiraju od invaginacija tonopl a
proces mikroautofagj(Slika28J,K) . Krupnije vezikule ispunjene

gustim multilamelarnim strukturama, a koje po strukturi odgovaraju autofagozomima, odnosno
rezidualnim telima nalik mijelinu, ukazivale su na proces makroautof&djijea(28K, L).

Rezultat.i analize wultrastrukturnih karakte
efekat ovog dihidrohal kona, koj i j e na morf
podvrgnutih produgenom tr et maeikim déldmo zasniva mao m  (
poremel aji ma ultrastrukture i funkcional nog
makroautofagije, uol ena nakon produgenog tret
pregivljavanj u u us | mavhranij@aim godlegdnmavbaznegzngeno alabate s n
saharoze, kada je proces fotosint ez eogapasamo gul
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Ovi nal azi potvrLuju da | e prskisistamnhloroptastd, p de
posl edetmboil i | ka stabilnost mezofilnih [lelija

Slika 28.Ut i c aj floretina na ul tr ast r Akthaliamanakom@&darfai | ni |
tretmana. Juvenilne bilike su gajene vertikalno 28 dana na ¥2MS hranljivim podlogama bez (kongala) ili
dodatkom 500 pM floretin&Kontrola (A-D):Ai L el i j e pr avi | no gV),krphimjedioms a Vv a
(N), jedarcetomr), hloroplastima €h) sa skrobnim zrnimasg) i mitohondijama §); B i Krupna vakuola

V) u sredini Ch) saiskolenim zrmita$g);00pi 1Ca st toip | (a z madt)i | ind mekloun accy
vakuole V), jedro ) sa jedarcetornj; DT Jedro N) sa jedarcetormj u central nom del u
(V), hloroplasti Ch). Tretman floretinom (E-L): EiFEk st r emno t an aikid(@w);FizVeomaj an |
zadebl jancw,6TNg=wkh| jze rd cW;eHli Cijoaknia ispunjeha lfrojnim vezikulana;

JiVakuole) i spunjene vezikulama razlil it iaphvakued@,| i na,
trahejar);K-LiVel e vezi kul e koj e papdrsziiamg telanalia mijglinwngd,f a g o z
kao i a u t @f Ruilgzaherswarepteeehtativné mikrografije iz tri nezavisna eksperirBamt&. um

osimza (H), (3) i (L) 1 pm.
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4.5. UTICAJ FLORETINA NA KONCENTRACIJU
FOTOSINTETSKIH PIGMENATA

Vi zuel na pojava hloroze kod juvenilnih bil
poremelaja u kkogkaipjar atat osi hesto je posledic
unutar hloroph st a . Gubitak intenziteta zel ene boj e
koncentracijefotosintesk i h pi gmenat a, prvenstveno hl or of i
neposredno odragavaju seog sistema Promene fna klteastmors t f o
ni vou, poput dezorganizacije tilakoidnog sis
hloroplasta i gubitak fotosint&ih pigmenata. Stoga, analiza promenak w | i Hlorofia i
karotenoi da, kao kIl jskob hantlols kd anpionmeaod i sif ot @ema nt

informacije o stesgxemguap@ratanjaffiaci osiomtkem me
na stresne uslove.

Naj i zr ag e nkopcentraijhtonfijla@uj ¢ znosu od 47%, zapag
juveninih  biljaka nakon 5 dana tret mankaol 5 Gvogn &M
fotosintdsk o g pi gmenta nakon 10 i 28 dana tretmar
petodnevnih juvenilnih biljaka i iznosilo u proseku oko 308tika 29A) . S nkiorgeatragije
hloroflabbi | o j e i zr aglkal |horofiteeh u svimaposmatmaninavremenskim
t al| k Slikea29B]. Nasuprot hlorofilla, aljeikgncentracijbilau naj vel o anakoe r i S
pet dana tretmané, o | i hbrofilalj e n aefdukavagpe akon produgenog izl @
trajanju od 28 dana. U skladu sa dobijenim rezultatima, i smarkengentracijeukupnih hlorofila
bilo je statistilKki znal ajno i Il znosSiikh29C)j e od
Zappmgeno povelanje vr adnhmionl0 i d8ddana sretmanslika 299)f i | a
potvr Luj e bd/ha gjee olsleard gfiivl na trea man fl oretinon

Na kralim tretmanima floretinom (5 i 10
koncentracieu k upni h kar otenoi da, dok se znalajno po
(19%) Slika 29F) . Odnos hlorofila i karotenoida bio
biljaka tretiranih floretinoan uprsivilme rpw sjma ts mi
na kontrol u bil 0% nakoopetg86%desttagadangSlila 29F)3WBskladu sa
analizamakoncentracijgp oj edi nal ni h pi gmenat a, smanjenje C

najizragenijetmakan @§8odaadvb semefotbsiatekog apakataz u j e
[ elija i metabolizma fotosintetskih pigmenatazvarih floretinom.

Smanjenjekoncentraciiegh | or of i | a, nar ol i thon aikzorna gpernocod ukgya
tretmana, u skmadidtfassaukitodreni m ogtelienji ma
fiziologki mehanizam koji dovodi do pojave hl
kao neenzimske komponente antioksidativnogmiste k od bi | j ak a, p oacije | anj
proi produgenlbbaz Ujreet manwmar ugayv akog aparatan dkévgaiju t et
antioksidativhog odgovora.
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Slika 29.Uticaj floretina n&oncentracijuotosinteskih pigmenata u izdancima juvenilnih biljakathaliana

Juvenilne bike su gajene na ¥2MS hranljivim podlogama bez (kontrola) i sa 500 uM floretinom u trajanju od

5, 10 i 28 danaA i Koncentracijahlorofila a; B 1 Koncentracijahlorofila b; C 7 Koncentracijaukupnih

hlorofila; D Odnos hlorofilaai b; ET Koncentracijaukupnih karotenoidd& i Odnos hlorofila i karotenoida.

Hi st ogr ami predstavljaju srednje vrednosti M stat
nezavisna eksperimenta). Zvezdi cPe0,@i*"PaD,@wnaosnovus t at
Studentovogrt e st a, dok b rpegsawajprocenat podeang (+)ismanjera)koncentracije

pi gmenata u ptmolore. IF&/ii jsw e §a wasa bi Ifresh ovgighttKericvia (e n
koncentracija.
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