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Efikasnost primjene biostimulatora u regulaciji produktivnosti

Seri paradajza (Lycopersicon esculentum Mill. ""Sakura"),

Rezime:

Osnovni cilj ovog rada je bio ispitati uticaj Bio-algeena S-92, Ergonfilla i Slavola na odabrane
fizioloSke parametre odbrambenog mehanizma presadnica Seri paradajza  (Lycopersicon
esculentum Mill. "Sakura") u uslovima suse. Ispitivani parametri su bili sljedeci: sadrzaj prolina,
vodni potencijal, povrSina listova, sadrzaj hlorofila a 1 b, sadrzaj karotenoida, sadrzaj ukupnih
fenola 1 flavonoida u listovima, ukupni antioksidacijski kapacitet, te aktivnost antioksidacijskih
enzima;superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT), gvajakol (GPX), pirogalol (PPX) i
askorbat peroksidaze (APX) u listovima presadnica Seri paradajza. Dodatni cilj ovog rada je
ispitati uticaj koriS¢enih preparata na prinos i1 kvalitet Seri paradajza. Kao objekt ovog
istrazivanja izabran je Seri paradajz, prvenstveno zbog toga Sto je ova povrtna kultura osjetljiva

na nedostatak vode, a takode i zbog znacaja Seri paradajza u ishrani ¢ovjeka.

Istrazivanje je provedeno u kontrolisanim uslovima u stakleniku KJP "PARK" u Sarajevu tokom
2014. 1 2015. godine. Eksperiment je postavljen u randomizovanom blok sistemu sa Cetiri
tretmana u tri ponavljanja. Svaka od varijanti prezentovana je sa 40 biljaka.

Sva tretiranja su izvrSena u skladu sa uputama proizvodaca, s tim da je prvo tretiranje izvrSeno
odmah nakon presadivanja, a drugo petnaest dana poslije. Pet dana nakon drugog tretiranja
izvrSen je drugi dio ogleda u kojem je unutar svake varijante polovina presadnica (20 biljaka)
bila izloZena uslovima vodnog stresa (nezalijevanju), a druga polovina (takoder 20 biljaka) nije
tj. ona je redovno zalijevana (kontrola). Izlaganje presadnica uslovima vodnog stresa je trajalo
sve do momenta dok se na prvim presadnicama nisu pojavili vizualno uocljivi efekti suSe u vidu
padaju¢e forme listova. Taj momenat je ujedno predstavljao i pocetak mjerenja odabranih
fizioloskih parametara odbrambenog mehanizma presadnica Seri pardajza na susu. Ovim dijelom
istrazivanja obuhvaceno je 10 biljaka, dok je druga polovina biljaka (10 biljaka) nesmetano

uzgajana sve do momenta tehnoloske zrelosti plodova.
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Sve analize su izvrSene u tri ponavljanja, a rezultati su prikazani kao prosje¢na vrijednost +
standardna devijacija. Dobiveni rezultati su obradeni primjenom statisticke metode analize
varijanse 1 korelacione analize uz koriStenje SAS 1 Microsoft Excell softverskog paketa.
Signifikantnost razlika izmedu prosje¢nih vrijednosti ispitivanih varijanti je utvrdena

koriS¢enjem LSD testa pri nivou signifikantnosti p<0.05.

Rezultati istrazivanja su pokazali da su presadnice Seri paradajza tretirane Bio-algeenom S92,
Ergonfillom i1 Slavolom imale manji sadrzaj prolina, ve¢i vodni potencijal, te smanjenu aktivnost
antioksidacijskih enzima u odnosu na netretirane sadnice izloZzenim vodnom stresu, §to ukazuje
da primjena tih stimulatora rasta znatno pridonosi boljoj prilagodbi presadnica Seri paradajza na

stres.

Rezultati ovog istrazivanja takoder upucuju na zaklju¢ak da kontrolisano izlaganje presadnica
Seri paradajza vodnom stresu znacajno doprinosi povecanju kvaliteta plodova: ve¢em sadrzaju
rastvorljive suhe materije, ukupne kiselosti, sadrzaju askorbinske kiseline 1 likopena, sadrzaju
ukupnih fenola i flavonoida, te ukupnog antioksidacijskog kapaciteta, i to nezavisno da li su
presadnice Seri paradajza prethodno bile tretirane stimulatorima rasta ili ne, a Sto indicira da
izlaganje presadnica Seri paradajza kontrolisanim stresnim uslovima moZe predstavljati vrlo
obecavajucu agrotehnicku mjeru usmjerenu ka povecanju nutritivne vrijednosti plodova Seri

paradajza.
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The effectiveness of biostimulator application in productivity regulation sherry tomatoes

(Lycopersicon esculentum Mill. '"Sakura''),

Abstract:

The aim of this study was to examine the effects of Bio-algeen S-92, Ergonfill and Slavol on
selected physiological parameters for evaluating drought tolerance of cherry tomato seedlings
(Lycopersicon esculentum Mill. var. cerasiforme "Sakura"). The following physiological
parameters were investigated: proline content, water potential, content of chlorophyll a and b,
carotenoids content, leaf area, total phenolic and flavonoid content, total antioxidant capacity,
and activities of the superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), guaiacol peroxidase (GPX),
pirogalol peroxidase (PPX) and ascorbate peroxidase (APX) of leaf extracts of cherry tomato
seedlings. An additional objective of this study was to examine its effect on the yield and quality
of cherry tomato. Cherry tomato was selected as the subject of this study, particularly because
this species is commonly affected by a lack of moisture, and also because the plants features
prominently in human diets.

The study was conducted during 2014 and 2015 under controlled conditions, in hothouse of
public communal company "Park" in Sarajevo. The experiment was set up in a randomized block
design with four fertilizer treatments in three replications. Each of treatments was present with

forty plants.

Fertilizers were applied at the concentrations recommended by the manufacturers. The first
application of fertilizer was carried out immediately after the transplanting of seedlings, and the
second 15 days later. Five days after the second treatment, one half of the cherry tomato
seedlings within each variant (20 plants) was exposed to water stress conditions (non-watering),
while the second half (also 20 plants) served as the controls which were not exposed to stress
conditions, that is, they were regularly watered. This moment was the beginning of the

measurement of physiological parameters of defense mechanisms of cherry tomato seedlings
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against drought stress. Half of the plants (10 plants) was included in this part of the study, while

the other half of the plants was grown until the time of technological maturity of fruit.

All experimental measurements were done in triplicates and the results were presented as mean +
standard deviation. SPSS 15.0 and Microsoft Excel software were used for statistical analysis of
results. Least significance means were compared by LSD-test and significant differences were

considered at P < 0.05.

Cherry tomato seedlings treated by Bio-algeen S92, Ergonfill and Slavol had a lower content of
proline higher leaf water potential, and reduced activities of antioxidant enzymes compared to
non-treated seedlings under water stress, which indicates that application of these fertilizers

contributes to better adaptation of cherry tomato seedlings to stress.

The results of present study also lead to the conclusion that controlled exposure of cherry tomato
seedlings to water stress significantly improved fruit quality; increased total soluble solids,
titratable acidity, content of ascorbic acid and lycopene, total phenolic and flavonoids content,
total antioxidant capacity but decreased yield, regardless of fertilizer treatment, suggesting that
exposure of plant to controlled water stress conditions may represent a very promising approach

to enhance the nutritional quality of cherry tomato.

Key words: Lycopersicon esculentum Mill. "Sakura", biostimulator, stress, supstrat.

Scientific field: Agricultural Sciences
Scientific area: Agricultural plant sciences (horticulture, plant physiology)
Classification Code: B 006; B 390
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1. UVOD

U toku svog zivotnog ciklusa biljke su izlozene djelovanju razli¢itih spoljasnjih faktora koji
u velikoj mjeri utiCu na rast i razvoj biljke, te na realizaciju njihovog genetskog potencijala.
Ukoliko je djelovanje nekog spoljnog faktora izvan optimuma potrebnog za odvijanje fizioloskih
procesa u biljci, postoji velika opasnost da biljka ude u tzv. stanje stresa. Svako stanje stresa je
obiljezeno odredenim poremecajima u nacinu odvijanja fizioloSkih procesa u biljci, Sto se
negativno reflektuje na kvalitet 1 produktivnost uzgajane biljke, a vrlo Cesto se manifestuje i
samim njenim uginué¢em (Neskovic i sar., 2003).

Biljke kao sesilni organizmi nisu u stanju da izbjegnu nepovoljne faktore na svome
stani$tu, ali su u stanju da se u granicama svog genetskog potencijala, svojim vlastitim
mehanizmima odbrane prilagode nepovoljnim uslovima sredine u kojima se nalaze. Sto je taj
stepen razvitka mehanizma odbrane na stres jace razvijen, biljka ima i1 vece Sanse da opstane u
navedenim uslovima (Pevalek Kozlina, 2003).

Stresni faktori mogu biti abiotske ili biotske prirode, a faktor koji moze biljku u vrlo
kratkom periodu dovesti u stanje stresa je susa uslovljena nedostatkom vode u zemljistu ili pak
nemogucénoscu iskoriStavanja prisutne vode od strane biljke (Hopkins, 1995).

Jedni od najranijih odbrambenih mehanizama koje biljka koristi kada se nade u su$nim
uslovima su zatvaranje stoma, usporavanje rasta celija, te smanjenje povrSine i broja listova.
Zatvaranjem stoma, biljka umanjuje gubitak vode transpiracijom, ali istovremeno smanjuje i
mogucénost nakupljanja ugljen dioksida, §to se negativno odrazava na proces fotosinteze. Usljed
navedenog, u¢inci vodnog stresa se indirektno ocituju i na smanjenoj koli¢ini stvorenih asimilata,
kao 1 na usporavanju njihovog transporta u biljci, §to sve zajedno znatno umanjuje Sanse biljke da
prezivi u uslovima stresa (7aiz i Zeiger, 2010).

Odbrambenim mehanizmom u vidu usporavanja rasta cCelija, biljka smanjuje 1 svoju
povrsinu, a time 1 moguénost isparavanja vode sa povrsine lista u nezasi¢enu atmosferu. Ako je
biljka izloZzena vodnom stresu nakon $to su njeni listovi ve¢ formirani, odgovor biljke je u pravilu
usmjeren u pravcu stimulacije opadanja listova. Ova prilagodba je najve¢im dijelom genetski
determinisana, potaknuta je djelovanjem hormona etilena, a doprinosi biljci da lakSe prezivi u

okolini s ograni¢enim sadrzajem pristupacne vode (Verma i sar., 2016).



Vrlo vaZzan segment odbrambenog mehanizma pojedinih biljaka u uslovima vodnog stresa
je 1 sposobnost osmotskog prilagodavanja biljke datim prilikama. Naime, biljka moze primati
vodu iz zemljista, samo kada je vodni potencijal, odnosno koncentracija vode u rastvoru zemljista
visa u odnosu na koncentraciju vode u korijenovim dla¢icama. Kako usljed suSe vrijednost
vodnog potencijala u zemljiStu postaje sve niza, automatski se time smanjuje i moguénost biljke
da apsorbuje vodu iz zemljiSta. Do kojeg trenutka ¢e biljka nastaviti primati vodu, velikim
dijelom zavisi 1 od sposobnosti biljke da akumuliSe 1 sintetiSe osmotski aktivne materije u svojim
¢elijama. One biljke koje su sposobne stvoriti 1 nakupiti ih viSe, u moguénosti su i primiti vise
vode iz rastvora zemljiSta. Rezultat nakupljanja osmotski aktivnih materija, medu kojima je vrlo
znacajna aminokiselina prolin, je sniZavanje vodnog potencijala u ¢elijama korijenovih dlacica,
¢ime 1 prag za primanje vode u korijenov sistem biljke postaje nizi. Na ovaj nacin biljci je jo$
neko vrijeme omogucen nastavak primanja vode iz rastvora zemljiSta, Sto podrazumijeva i
nastavak odvijanja svih zivotno vaznih procesa u biljci (Ridge, 1991).

Razvoj biljke u uslovima suSe znatno ¢e zavisiti i od njene sposobnosti da se odupre
negativnom efektu slobodnih radikala ¢ije je vece prisustvo pratea manifestacija, odnosno
sastavni dio vodnog stresa. Naime, usljed dehidratacije, u biljnoj ¢eliji je uz ostalo smanjena i
prisutnost produkata fotolize vode, $to dovodi do poremecaja u transportu elektrona u procesima
fotosinteze i disanja, a samim time i do pomaka ravnoteze u oksido - redukcijskim reakcijama u
smjeru oksidacije. Kao rezultat toga, u ¢elijama se povecava koli¢ina slobodnih radikala, posebno
aktivnih formi kiseonika koji u svojim spoljnim orbitalama posjeduju jedan ili viSe nesparenih
elektrona, Sto ih Cini vrlo nestabilnima. Zbog teznje da popune te orbitale i time postignu stabilnu
elektronsku konfiguraciju, slobodni radikali su izrazito reaktivni, a posljedicno i opasni za
organizam. Slobodni radikali svoju stabilnost u pravilu pokuSavaju posti¢i na nacin da
nedostajuc¢i elektron uzmu od najblize elektronski stabilne molekule, ¢ime istu dovode u
nestabilno stanje. Time ta reakcija postaje lancana i na kraju rezultuje promjenama u strukturi
napadnutih biomolekula. Te promjene, koje se najéeS¢e ogledaju u vidu osStecenja, izrazito se
nepovoljno odraZavaju na funkcionisanje biljnih ¢elija, tkiva i organa. Tako nastala oStecenja
mogu izazvati inhibiciju razli¢itih signalnih puteva u celiji ili mogu na neki drugi nacin
poremetiti nacin odvijanja biohemijskih procesa, $to sve za posljedicu ima negativnu refleksiju

na produktivnost i kvalitet uzgajane biljke (Nimse i Pal, 2015).



Svaka biljna ¢elija posjeduje vlastiti sistem odbrane kojim se pokuSava odbraniti od
negativnog djelovanja slobodnih radikala, no osnov svih tih sistema je postojanje antioksidanasa.
Antioksidansi su supstance koje su u stanju neutralisati slobodne radikale, a na¢in djelovanja
antioksidansa zasniva se na njihovoj sposobnosti da onemogucavaju stvaranje slobodnih radikala
u ¢eliji ili da unisStavaju ve¢ stvorene slobodne radikale. Osim neutralizacije slobodnih radikala,
djelovanje antioksidansa moze biti usmjereno i u pravcu popravljanja Steta nastalih usljed
djelovanja slobodnih radikala, u smislu obnavljanja strukture napadnutih molekula (Sies, 1997).

Antioksidansi u biljnoj ¢eliji se prema prirodi 1 nacinu djelovanja mogu podijeliti na
enzimske 1 neenzimske antioksidanse. Enzimski antioksidansi imaju primarnu funkciju u
uklanjanju slobodnih radikala iz ¢elije, a u okviru njih se ubrajaju: superoksid dismutaza (SOD),
katalaza (CAT), gvajakol peroksidaza (GPX), pirogalol peroksidaza (PPX) i1 askorbat peroksidaza
(APX). Nacin njihovog djelovanja je specifican i selektivan, zavisno od vrste enzima i reakcije
koja se katalizuje, no konacni rezultat svih tih reakcija je uniStavanje slobodnih radikala ili
njihova transformacija u nereaktivna jedinjenja. Neenzimski antioksidansi su jedinjenja razlicite
prirode koja se stvaraju u biljci, a imaju takode sposobnost da neutraliSu negativno djelovanje
slobodnih radikala. Jedni od vaznijih neenzimskih antioksidansa koji se sintetiSu u biljnim
¢elijama, a od Cijeg sadrzaja u velikoj mjeri zavisi antioksidacijski odbrambeni mehanizam biljke
su jedinjenja fenolne prirode. Biljke koje su sposobne stvoriti vise fenolnih jedinjenja i uopste
antioksidanasa, imaju i veci antioksidacijski kapacitet, odnosno vecu sposobnost da se odupru
negativnim efektima oksidacijskog stresa (Kaur i Mondal, 2014).

Osim navedenih, postoje i drugi odbrambeni mehanizmi kojima se pojedine biljke
pokuSavaju adaptirati 1 aklimatizovati u uslovima vodnog stresa kao S§to su: usmjeravanje
pojedinih dijelova biljke da funkcioniSu dehidrirano, izduZivanje korijenskog sistema biljke u
potrazi za vodom, prilagodavanje fotosinteze i ostalih fizioloskih procesa stresnim uslovima,
zavrSavanje zivotnog ciklusa prije zapocinjanja suse, te niz drugih (Pevalek Kozlina, 2003).

Koje ¢e odbrambene mehanizme u uslovima vodnog stresa pojedina biljka upotrijebiti
najviSe zavisi od agroekoloskih prilika u kojima se biljka nalazi, genetskog potencijala same
biljke, ali i od vremena 1 jacine djelovanja stresnog faktora. Nezavisno od navedenog, vece
prisustvo antioksidanasa, te osmotski aktivnih materija u biljnim ¢elijama bi trebalo doprinijeti
vecoj otpornosti biljaka na uslove vodnog stresa, te se stoga u poljoprivredi razli¢itim bioloskim 1

hemijskim mjerama nastoji uticati na njihovo povecanje.



Mnogi stimulatori rasta koji se primjenjuju u poljoprivrednoj proizvodnji u sebi sadrze
fizioloski aktivne materije Cije djelovanje bi trebalo pokazati pozitivan uticaj na povecanje
sadrzaja osmotski aktivnih materija i antioksidanasa u biljci, a s tim u vezi 1 na poboljSanje
odbrambenog mehanizma biljke u uslovima susSe. U tom kontekstu, medu stimulatorima rasta se
posebno izdvajaju preparati Bio-algeen S92, Ergonfill i Slavol, prvenstveno zbog svojih
sastavnih komponenti koje bi trebale pozitivno uticati na stimulaciju metaboli¢kih procesa u
biljci.

Bio-algeen S92 je preparat nastao ekstrakcijom iz morske alge Ascophyllum nodosum (L.)
Le Jol. 1 kao takav u sebi sadrzi prirodne aktivne supstance za koje je dokazan stimulativan uticaj
na tok odvijanja fizioloSkih procesa u biljci (4bdel-Latif, 1995; Pertuit, 1995; Blunden i sar.,
1996; Hafez, 2001; Dobromilska i sar., 2008; Tantawi i sar., 2009). Ergonfill je hemijski preparat
sa visokim sadrzajem aminokiselina, minerala i ostalih supstanci koje podsticu brze odvijanje
fizioloskih procesa u biljci, dok Slavol predstavlja teku¢e mikrobioloSko dubrivo koje u svom
sastavu uz korisne bakterije azotofiksatore i fosfomineralizatore sadrzi i hormon rasta auksin.
Uzevsi u obzir karakteristike navedenih stimulatora rasta za pretpostaviti je da bi njihova
primjena trebala imati pozitivan efekat na podizanje nivoa odbrambenog mehanizma biljke u
uslovima vodnog stresa, a $to bi se u konacnici trebalo odraziti pozitivno na rast i razvoj cijele
biljke.

U sklopu ove doktorske disertacije ispitivan je uticaj navedenih stimulatora rasta na
mogucénost povecanja tolerantnosti presadnica Seri paradajza prema nedostatku vode. Dobijeni
rezultati bi trebali biti dobar osnov za razumijevanje ponasSanja presadnica Seri paradajza u
uslovima vodnog stresa, te za donoSenje ispravnih zaklju¢aka o moguénostima poboljSanja
njihove otpornosti na stresne uslove primjenom odgovarajucih stimulatora rasta.

Nezavisno od dobijenih rezultata, za razumijevanje ponasanja biljaka u uslovima vodnog
sresa, vazno je napomenuti da ¢e bez obzira na mehanizam odbrane, ukoliko efekat suSe prede
granicu mogucnosti adaptacije i aklimatizacije biljke na novonastale uslove, nastupiti stanje
stresa u biljci koje u pravilu rezultuje venuéem same biljke. Medutim ukoliko je moguce
primjenom odredenih stimulatora rasta tu granicu pomaknuti i s nau¢nog stanovista je i objasniti,
onda je za ocekivati da ¢e rezultati ovog rada i¢i u prilog donoSenjima kvalitetnih rjeSenja za

unapredenje proizvodnje Seri paradajza, ali i ostalih povrtnih kultura u uslovima suse.



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj istrazivanja u sklopu ove doktorske disertacije je bio ispitati uticaj primjene
stimulatora rasta Bio-algeena S92, Ergonfilla i Slavola na fizioloSke parametre odbrambenog
mehanizma presadnica Seri paradajza (Lycopersicon esculentum Mill. "Sakura") u uslovima suse,
te posljedi¢no na prinos 1 kvalitet uzgajane biljke. Vrlo vazan segment ovog istrazivanja je bio i
utvrditi, te objasniti povezanost izmedu fizioloski aktivnih komponenti sadrzanih u kori§¢enim
stimulatorima 1 ispitivanih parametara odbrambenog mehanizma biljke u uslovima vodnog stresa.

Istrazivanje je provedeno na Seri paradajzu prvenstveno zbog znacaja ove povrtne kulture u
ishrani Covjeka, ali 1 zbog Cinjenice da je ista sve vise zastupljena u uzgoju u Bosni i Hercegovini,
a 1 Sire, te bi rezultati dobijeni u ovom istrazivanju trebali biti od velikog interesa kako za
proizvodace ove povrtne kulture, tako 1 za naucnike koji se bave ispitivanom problematikom.

Ispitivani parametri odbrambenog mehanizma biljke u uslovima vodnog stresa bili su
sljede¢i: vodni potencijal biljnog tkiva, sadrzaj osmotski aktivne materije prolina, sadrzaj
fotosintetskih pigmenata u listovima, lisna povrSina, sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i ukupni
antioksidacijski kapacitet, te aktivnost enzimskih antioksidansa; superoksid dismutaze (SOD),
katalaze (CAT) i peroksidaza (GPX, PPX i APX) u listovima presadnica Seri paradajza.

Ovi parametri su odabrani iz razloga jer isti u velikoj mjeri ukazuju na sposobnost biljke da
se odupre negativnom efektu suSe, a ispitani su u razliitim fazama vodnog stresa. Prvo
odredivanje ispitivanih parametara je izvrSeno u momentu zapoCinjanja vodnog stresa, tj. u
momentu kada su se na presadnicama Seri paradajza uzgajanim u kontrolisanim uslovima poceli
pojavljivati prvi vizuelno uocljivi efekti suse u vidu padajuce forme listova, a drugo u zavr$noj
fazi izlaganja presadnica vodnom stresu.

Vazan segment ovog istrazivanja je bilo i testiranje hipoteze da li ¢e presadnice Seri
paradajza sa vecom tolerantno$¢u na nedostatak vlage uspjeti ostvariti veéi prinos i1 kvalitet.
Navedena teza je testirana u fazi tehnoloske zrelosti plodova kada su na plodovima Seri paradajza
ispitani sljede¢i parametri: ukupni prinos po biljci, sadrzaj rastvorljive suve materije 1 ukupnih
kiselina, sadrzaj vitamina C, sadrzaj likopena, sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i ukupni
antioksidacijski kapacitet, te sadrzaj dominantno zastupljenih fenolnih jedinjenja u plodovima

Seri paradajza: hlorogenske kiseline, kafeinske kiseline, rutina i naringenina.



3. PREGLED LITERATURE

U prirodnim staniStima, kao i u poljoprivrednoj proizvodnji, biljke su izlozene djelovanju
faktora okoline, koji mogu uticati i nepovoljno na razvoj biljke. Izlozenost biljaka nepovoljnim
ekoloSkim uslovima uzrokuje poremecaje u biljci koji u kona¢nici mogu rezultirati i izazivanjem
stresnog stanja (Gill i Tuteja, 2010).

Izazivanje stresnog stanja kod biljke, djelovanjem nekog stresnog faktora, moZe se ostvariti
u razli¢itim vremenskim periodima. Odredeni stresni faktor, kao $to je npr. nedostatak mineralnih
materija ili neki drugi poremecaj u ishrani biljaka uzrokovace stresno stanje u biljci tek nakon
duze izloZenosti biljaka navedenim uslovima, dok nagla promjena temperature moze uzrokovati
stresno stanje kod biljke vrlo brzo, ¢ak u roku nekoliko minuta (4huja i sar., 2010).

Takode, 1 nedostatak vode u zemljistu ili nemogucnost iskoriStavanja prisutne vode od
strane biljke, kao i1 neefikasnost biljke u iskoriS¢avanju primljene vode mogu izazvati stresno
stanje kod biljaka u relativno kratkom periodu. Pri tome se vrijeme nastupanja vodnog stresa
znatno razlikuje od jedne do druge biljne vrste, pa ¢ak i unutar jedne vrste, Sto prvenstveno zavisi
od odbrambenih reakcija biljke i mogucnosti njene prilagodbe novonastalim uslovima.

Kako ¢e se deficit vode odraziti na razvoj biljke zavisi i od faze razvoja u kojoj se biljka
nalazi. Potrebe biljke za vodom tokom ontogeneze se znatno mijenjaju, a najvece su u pocetnim
fazama rasta, te se nedostatak vode u tom periodu i najviSe odrazava na razvoj biljke. Medutim,
nezavisno od faze razvoja u kojoj se biljka nalazi, u slu€ajevima duZe izloZenosti biljke
nedostatku vode, nastupice stanje stresa u biljci (Skirycz i Inze, 2010).

Za razumijevanje ponasanja biljaka u stresnim uslovima treba imati u vidu 1 ¢injenicu da
stresni faktori (su$a, visoka temperatura...) ne djeluju izolovanona biljku ve¢ €esto u sinergiji, Sto
uvelike moze da promijenipojedinacniefekat stresnih faktora, ali 1 adaptivnu reakciju biljke na

stres (Neskovic i sar., 2003).

Efekti vodnog stresa i odbrambeni mehanizmi biljke
Velika potreba biljaka za vodom 1 klju¢na uloga vode u fizioloSkim procesima ¢ine vodu
osnovhom i nezamjenjivom komponentom u biljci. Voda predstavlja medij u kojem se odvija

transport metabolita u ¢eliji 1 kroz biljku u cjelini, univerzalni je rastvarac, neposredni je ucesnik



u mnogim hemijskim reakcijama, S§titi biljku od prekomjernog zagrijavanja, te omogucava
odrzavanje strukturnog jedinstva biljne ¢elije (Osakabe i sar., 2014).

Cjeloklupni promet vode u biljci se oznacava kao vodni reZzim, a isti obuhvaca usvajanje
vode, transport vode kroz biljku 1 odavanje vode u spoljas$nju sredinu. Ukoliko koli¢ina odavane
vode premasi koli¢inu usvojene vode u biljkama dolazi do deficita vode, Sto Cesto rezultuje 1
izazivanjem stresnog stanja u biljci (Molina i sar., 2008).

Vodni stres se moze javiti kao posljedica smanjene koli¢ine vode u zemljistu (susa) ili kao
rezultat poremecaja u usvajanju vode usljed niske temperature zemljiSta ili poviSene
koncentracije zemljiSnog rastvora (fizioloSka susa). Nezavisno od razloga, nedostatak vode u
biljci negativno se odraZava na tok odvijanja svih fizioloskih procesa u biljci: pocevsi od sinteze
proteina, diobe celija, aktivacije enzima i hormona, regulacije otvaranja i zatvaranja stoma,
fotosinteze, disanja, pa do procesa vezanih uz senescenciju biljaka (Li i sar., 2009).

Efekti vodnog stresa na biljku u prvom redu zavise od intenziteta i duzine trajanja vodnog
stresa, vrste biljke i faze razvoja u kojoj se biljka nalazi, ali i od sposobnosti biljke da se adaptira
1 aklimatizuje na novonastale uslove.

Pod pojmom adaptacije podrazumijeva se genetski uslovljena otpornost biljke na stres, dok
aklimatizacija nije genetski determinisana ve¢ predstavlja prilagodbu biljke odredenoj situaciji.
Granice adaptacije 1 aklimatizacije na stresne uslove se razlikuju kod pojedinih biljnih vrsta i
mogu se mijenjati zavisno od razvijenosti odbrambenih mehanizama biljke, te od djelovanja
ostalih ekoloskih faktora. Kada je rije¢ o poljoprivrednim kulturama, one gotovo sve spadaju u
mezofite tj. u biljke prilagodene na Zivot u umjereno vlaznim zemljiStima, te je efekat vodnog
stresa na njih, kao i reakcija biljke na stres, odnosno odbrambeni mehanizmi biljkeu svojoj

osnovi sli¢an (Pevalek Kozlina, 2003).

Efekat vodnog stresa na procese rasta i razvica biljaka

usljed nedostatka vode u biljci smanjuje se unutrasnji sadrzaj celije, a samim time i turgor tj.
pritisak protoplasta na celijski zid. Posljedica navedenog je poremecaj svih fizioloskih procesa
zavisnih od turgora, a to je u prvom redu rast ¢elija.Rast se ostvarujesamo ukoliko je vrijednost
turgora iznad vrijednosti grani¢nog pritiska, Sto 1 jeste slucaj u normalnim fizioloskim uslovima.

Medutim kako se usljed smanjenja sadrzaja vode u celiji posljedicno smanjuje i turgor, u



uslovima vodnog stresa rast ¢elija ¢e se usporiti, pa ¢ak i potpuno zaustaviti ukoliko se vrijednost
turgora izjednaci ili bude ispod vrijednosti grani¢nog pritiska. Negativna strana vodnog stresa je 1
¢injenica da je rastezljivost celijskog zida znatno manja u dehidriranim uslovima, Sto takode
indirektno uti¢e na smanjenje stope rasta ¢elija. U suStini, smanjenje stope rasta biljnih celija
predstavlja odbrambenu reakciju biljke u uslovima vodnog stresa, a ostvaruje se iz razloga Sto ¢e
se smanjenjem rastacelija listova smanjiti i vanjska povrsina biljke, a preko manje povrSine,
biljka ¢e 1 gubiti manje vode transpiracijom (Bray, 1997).

Ako je biljka izlozena vodnom stresu duze vremena ili u periodu nakon §to su njeni listovi
ve¢ formirani, odgovor biljke na suSu ¢e biti usmjeren u pravcu stimulacije opadanja listova. Ova
prilagodba je najve¢im dijelom genetski determinisana, a omogucava biljci da prezivi u okolini s
ograni¢enim sadrzajem pristupacne vode. Dakle, opadanje listova predstavlja takodeodbrambenu
reakciju biljke u uslovima nedostatka vlage, a samu reakciju biljka reguliSe i kontroliSe
zahvaljujuc¢i u prvom redu aktivnosti fitohormona etilena (Bai i sar., 2011).

Kada je rije¢ o opadanju listova, signal predstavlja nedostatak vlage ili nemogucnost njene
apsorpcije od strane korijenovog sistema biljke. Primanje tog signala i njegovo provodenje
ostvaruje se zahvaljuju¢i prisutnosti hormona etilena u biljci 1 njegovom vezanju za odredeni
proteinski receptor u membrani ¢elija. Vezanjem za receptor, etilen prelazi u aktivni oblik koji
izazivaspecifican odgovor biljne celije, a isti se se manifestuje aktivacijomgena na DNK
molekulineophodnih za stvaranjeproteina koji ulaze u sastav specifi¢nih hidrolitickih enzima
(celulaza, pektinaza...). Djelovanje ovih enzima je usmjereno u pravcu ubrzavanja razgradnje
¢elijskih zidova u rastavnom sloju baze peteljke usljed ¢ega dolazi doolabavljivanja tog dijela i
odvajanja rastavnog sloja izmedu baze lista 1 grancice, a posljedicno i do opadanja lis¢a. Bez
prisutnosti etilena, ti geni se ne ukljuCuju, te reakcija razgradnje celijskih zidova, a time i
opadanja liS¢a niti ne zapoCinju. Na opadanje listova su posebno osjetljivi stariji listovi jer je u
tim listovima koli¢ina etilena znatno ve¢a u odnosu na mlade listove (Bradford i Yang, 1980).

U uslovima vodnog stresabiljkapokre¢e 1 druge odbrambene mehanizme sa ciljem
racionalizacije potro$nje vode, a medu njima je za opstanak biljke od presudnog znacaja
regulacija mehanizma zatvaranja stoma (Schroeder i sar., 2001).

Stome su posebni otvori na epidermisu lista €ijim otvaranjem se omogucava isparavanje

vode sa povrsine lista u nezasi¢enu vanjsku atmosferu, Sto biljci osigurava neprekidan tok vode



od korijena do listova, te je §titi od prekomjernog zagrijavanja. Otvaranjem stoma omogucava se
1 razmjena plinova O, 1 CO, tokom procesa disanja i fotosinteze.

U uslovima vodnog stresa biljka je prisiljena zatvarati stome jer bi njihova otvorenost
znacila ubrzani gubitak i ono malo vode S§to biljka sadrzi u sebi. Medutim, u pocetnim fazama
vodnog stresa, biljka ne zatvara stome u potpunosti ve¢ samo djelomicno kako bi omogucila
nesmetani tok odvijanja fotosinteze. Ako je duze izlozena vodnom stresu, biljka je prisiljena u
potpunosti zatvoriti stome kako bi sprijecila ili barem odgodila dehidrataciju biljnog tkiva, a
posljedi¢no 1 uvenuce (Atkinson i sar., 2008).

Sam mehanizam zatvaranja stoma je kompleksan, a hormon apscisinska kiselina (ABA) u
njemu ima klju¢nu ulogu. Naime, u uslovima stresa znatno se povecava sinteza apscisinske
kiseline, kako u ¢elijama mezofila lista, tako 1 u ¢elijama korijena koje takode predstavljaju
mjesto sinteze navedenog hormona. Iz korijena ¢e apscisinska kiselina putem ksilema dospijeti
do lista, S§to ¢e dodatno ubrzati njen efekat na zatvaranje stoma. Osim o koli¢ini, efekat
apscisinske kiseline u velikoj mjeri zavisii o njenom obliku i preraspodjeli u listu, a $to je u
direktnoj zavisnosti od pH vrijednosti medija u kojem se ABA nalazi. U uslovima suSe medij u
ksilemu i apoplastu je znatno alkalniji (7,2°C) u odnosu na normalne fizioloske uslove (6,3°C),
usljed Cega se apscisinska kiselina ve¢inom nalazi u disociranom obliku (ABA"). Navedeni oblik
se slabo usvaja od strane mezofilnih ¢elija lista, Sto stvara moguénost da se ABA vrlo brzo
transportuje 1 usvoji od strane Celija zatvaracica koje okruZuju stomin otvor, a to se u uslovima
suSe upravo i dogada (Sharp, 2002).

Vezujuéi se na odgovarajuciproteinski receptor na membrani ¢elija zatvaracica, apscisinska
kiselina (ABA) je u stanju pokrenuti kaskadu reakcija koje ¢e na kraju dovesti do zatvaranja
stoma. Najraniji ucinak ABA-e usljed njenog ulaska u (Celije zatvaraCice ogleda se u
prilagodavanju jonskih kanala za prolaz jona kalcijuma u celije zatvaracice, Sto dovodi do
blokade H'-ATP-azne pumpe i ulaznih kanala za K" na membrani éelija zatvaracica. Navedena
deSavanja aktiviraju refluks jona kalijuma koji izlaze iz vakuole u citosol, a zatim prekoizlaznih
kanala za kalijum 1 van stominih ¢elija. Osim toga aktiviraju se i dva tipa izlaznih anjonskih
kanala koji omogucavaju izlazenjei hlora i malat jona van Celija (Cl" 1 C4H4O5"). Usljednavedenog
u ¢elijama zatvara¢icama dolazi do gubitka K, ali i anjona §to ¢e dovesti do pada turgora, a
posljedi¢no i1 do splasnjavanja tih celija, ¢ime se 1 zatvara otvor izmedu njih, tj. stoma. U

suprotnom, u uslovima kada H'-ATP-azna pumpa i ulazni kanali za kalijum na mebrani ¢elija



zatvaracica nisu blokirani, vrijednost turgora ne pada, te tada ni ne dolazi do zatvaranja stoma.
Dakle, na mehanizam zatvaranja stoma utice niz faktora, ali su oni svi na direktan ili indirektan
nacin vezani sa djelovanjem ABA-e (Pillitteri i Torii, 2012).

Vrlo vazna odbrambena reakcija biljke u uslovima vodnog stresa je 1 izduzivanje
korijenovog sistema, te njegovo usmjeravanje u dublje slojeve zemljiSta, odnosno u slojeve
zemljista bogatije vodom (Zotarelli i sar., 2009).

Objasnjenje ove reakcije lezi u razumijevanju odnosa rasta izmedu nadzemnog i
podzemnog dijela biljke. Iako je ovaj odnos vrlo slozen i zavisan od brojnih metabolickih
procesa, u osnovi se moze pojednostavljeno objasniti postojanjem funkcionalne ravnoteze
izmedu rasta nadzemnog i podzemnog dijela biljke. Ako je opskrba korijena vodom i hranjivima
na zadovoljavaju¢em nivou proporcionalno raste i nadzemni dio biljke, sve dok ne dode do
zastoja u opskrbi korijena biljke sa vodom i u njoj rastvorenim mineralnim materijama. Zauzvrat,
nadzemni dio biljke opskrbljuje korijen produktima fotosinteze, ¢ime ono, barem S$to se tice
izvora za stvaranje energije, ima nesmetane uslove za svoj razvoj (4rreola i sar., 2006).

Medutim, kako u uslovima vodnog stresa biljka automatski reagujezatvaranjem stoma,
smanji¢e se i ulazak CO, kroz stome u list, Sto ¢e za posljedicu imati inhibiciju procesa
fotosinteze. Upocetnim fazama vodnog stresa zatvaranje stoma znatno c¢ebrze inhibirati
transpiraciju, nego $to ¢e inhibirati proces fotosinteze, a time i tok asimilata od lista prema
korijenu. Iz navedenog proizlazi da utim okolnostima korijenov sistem biljke prima sasvim
dovoljno asimilata da usmjeri rastsvog korijenskog sistema u dublje slojeve zemljista, Sto se 1
dogada, a sve sa ciljem stvaranja ve¢ih mogucnosti za snabdijevanje biljke vodom. No, ukoliko
nedostatak vode bude izrazajniji, posljedice po biljku, s obzirom na rast i nadzemnog i
podzemnog dijela biljke bice sve teze, Sto ¢e u slucaju duze izloZenosti biljakanedostatku vode
neizbjezno dovesti do dehidratacije biljke, a posljedi¢no i do njenog venuca (NeSkovic¢ i sar.,

2003).

Mehanizam osmotskog prilagodavanja biljke na nedostatak vlage

Osim o stepenu razvi¢a korijenovog sistema, primanje vode iz zemljiSta u stresnim
uslovima u znatnoj mjeri zavisi i od moguénosti osmotske prilagodbe biljke datim prilikama.
Naime, biljka moze primati vodu iz zemljiSta, bez utroSka energije, samo kada je vodni

potencijal, odnosno koncentracija vode u zemljiStu viSa u odnosu na koncentraciju vode u
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korijenovim dlacicama. Kako usljed suSenja vrijednost vodnog potencijala u zemljiStu postaje sve
niza, automatski se time smanjuje i mogucnost apsorbiranja pristupacne vode, S$to rezultuje
pojavom osmotskog stresa i dehidratacijom, kako na nivou celije tako 1 na nivou cijele biljke
(Kamrun i sar., 2011).

Na nivou ¢elije dehidratacija dovodi do promjena strukturnih veza izmedu membranskih
lipida 1 proteina, ali i u sastavu fosfolipidnih komponenti §to se negativno reflektuje na fluidnost i
propustljivost membrane, a samim time i na transport materija u ¢eliji. Osim toga dolazi i do
promjena u strukturi citoplazme, smanjuje se razmjena materija izmedu kompartimenata unutar
¢elije, a takodei aktivnost enzima S$to koc€i i reakcije koje ti enzimi katalizuju. Dehidratacija ¢e
pokazati negativne reperkusije i na diobu celija, ali 1 na metabolizamugljenih hidrata i azotnih
jedinjenja, usljed Cega je 1 odrzavanje strukturnog jedinstva ¢elije dovedeno u pitanje. Jedan od
Stetnih efekata dehidratacije je 1 disbalans fitohormona u biljci, Sto sve mijenja normalni tok
odvijanja fizioloskih procesa u biljnim ¢elijama (Nyabundi i sar., 2009).

Na osmotski stres,biljke u osnovi pokusavaju da se prilagode na dva nacina: odrzavanjem
homeostaze u svojim ¢elijama, te detoksikacijom.

Pod pojmom homeostaze podrazumijeva se odrzavanje stabilnih fizioloskih uslova u
unutraSnjosti ¢elije u smislu omogucavanja nesmetanog odvijanja metabolickih procesa u ¢eliji.
Ovaj mehanizam odbrane je baziran na osmoregulaciji, odnosno na sposobnosti biljke da putem
sinteze 1 akumulacije osmotski aktivnih materija odrzi homeostazu u svojim ¢elijama. Naime,
osmotski aktivne materije snizavaju vodni potencijal u ¢eliji, Sto doprinosi odrzavanju turgora, a
samim time i odrzavanju svih metabolickih procesa zavisnih od turgora.Shodno navedenome,
sposobnost biljke da akumuliSe i sintetiSe osmotski aktivne materije u svojim ¢elijama smatra se
vrlo vaznim segmentom odbrambenog mehanizma biljke u uslovima stresa. Naravno, pri tome
nuzno treba razlikovati ovakav porast koncentracije osmotski aktivnih materija od porasta
nastalog tokom dehidracije, koji je uslovljen gubitkom vode, a karakterizovan padom turgora i
smanjenjem zapremine ¢elije (Fernadez i sar., 2011).

Nacin na koji biljke u svojim ¢elijama, tokom osmotske prilagodbe prikupljaju osmotski
aktivne materije, djelomicno je rezultat odredenih hemijskih reakcija unutar biljnih Celija, a
djelomi¢no rezultat odgovora biljne celije, u smislu poticanja ekspresije gena, neophodnih za

inicijaciju sinteze osmotski aktivnih materija u ¢eliji (Grzesiakisar.,2007).
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Materije koje ucestvuju u osmoregulaciji mogu biti organske ili anorganske prirode. Od
neorganskih materija za osmotsku regulaciju je svakako najvazniji kalijum o kojem uvelike zavisi
vodni rezim biljke, ali 1 kalcijum koji je bitan sa aspekta ucvrSéenja celijskih membrana, dok se
organske materije koje ucestvuju u osmoregulaciji mogu podijeliti u dvije grupe: na
ugljenohidratne osmolite 1 osmolite koji u svom sastavu sadrze azot.

U ugljenohidratne osmolite spadaju Secerni alkoholi (manitol, sorbitol), monosaharidi
(glukoza, fruktoza), oligosaharidi (saharoza, trehaloza) te neki polisaharidi (fruktan), a njihova
osnovna osmoregulacijska uloga je da u uslovima vodnog stresa odrzavaju hidratizovano stanje
proteina. Navedene materije imaju 1 sposobnost da se u ekstremnim uslovima suSe vezu
vodonikovim vezama sa proteinima, te na taj nafin odgadaju denaturaciju proteina i
odrzavajuintegritet ¢elijske strukture (Subbarao i sar., 2000).

Od osmolita koji u sebi sadrze azot za osmoregulaciju je posebno znacajana aminokiselina
prolin jer ista uz navedeno ima vrlo pozitivan uticaj na stabilizaciju strukture membranskih
proteina. Sinteza prolina takode povecava kiselost citoplazme, a pozitivno utice i na odgovarajuci
odnos NADP'/NADPH &to sve doprinosi osmotskoj regulaciji citoplazme tj. odrzavanju
osmotskog pritiska unutar celije (Mansourisar., 1998).

Osim osmoregulacije, biljne celije na osmotski stres pokuSavaju da se prilagode i
detoksikacijom. Pod pojmom detoksikacije podrazumijeva se sposobnost biljnih ¢elija da iz sebe
odstrane ili neutraliSu komponente koje mogu ugroziti njihovo strukturno i funkcionalno
jedinstvo. U komponente koje destabilizuju¢e djeluju na integritet biljne ¢elije u prvom redu
spadaju slobodni radikali, tj. hemijske vrste koje u svojim spoljnim orbitalama posjeduju jedan ili
viSe nesparenih elektrona, a €iji intenzitet nastajanja je posebno povecan u uslovima vodnog
stresa. Zbog teznje da popune te orbitale i time postignu stabilnu elektronsku konfiguraciju,
slobodni radikali su izrazito visoke reaktivnosti, §to im omogucava lako stupanje u reakciju sa
elektronski stabilnim molekulama usljed ¢ega iste gube elektron i prelaze u nestabilno stanje. Na
taj nacin stabilne molekule postaju potencijalni slobodni radikali, sposobni da uzimaju elektrone
od idu¢e najblize molekule, ¢ime ova reakcija postaje lancana i na kraju rezultujeoksidativnim
stresom (Noctor i sar., 2014).

Ucinak oksidativnog stresa se u pravilu manifestuje promjenama u strukturi ,,napadnutih*
biomolekula, a te promjene, koje se najces¢e ocituju u vidu ostecenja, izrazito se nepovoljno

odrazavaju na funkcionisanje biljnih ¢elija, tkiva i organa. Tako nastala oSte¢enja mogu uticati na
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narusavanje homeostaze jona, izazvati inhibiciju razli¢itih signalnih puteva u celiji ili na neki
drugi nacin poremetiti tok provodenja fizioloSkih procesa u biljci (Wrzaczekisar., 2013).

Dakle, slobodni radikali i generalno reaktivne slobodno radikalne i neradikalne vrste
ulaze¢i u reakciju sa celijskim komponentama (lipidima, ugljenim hidratima, proteinima i
nukleinskim kiselinama) izazivaju njihovu oksidaciju i raspadanje, te zbog toga ove hemijske
vrste predstavljaju jednu od najjacih i najvec¢ih opasnosti za funkcionisanje biljnog organizma u

cjelini.

Mehanizmi antioksidativne odbrane biljke u uslovima vodnog stresa

Odgovor biljke u uslovima oksidacijskog stresa zavisice od viSe faktora: genetskom
potencijalu biljke, vrsti i koli¢ini slobodnih radikalakoji nastaju u biljnim ¢elijama, duZini
izlaganja biljnih celija oksidativnom stresu, djelovanju slobodnih radikala, te od sposobnosti
biljkida uklone visak slobodnih radikala i uopsteno reaktivnih jedinjenja iz svojih ¢elija.

Da bi se razumjeli mehanizmi antioksidativne odbrane biljke u uslovima vodnog stresa
neophodno je prethodno znati Sta je oksidativni stres, kada i kako nastaju slobodni radikali, te na
koji nacin djeluju.

Oksidativni stres predstavlja pomak ravnoteze oksido-redukcijskih procesa u ¢eliji u smjeru
oksidacije, a moZe biti uslovljen i vodnim stresom tj. nedostatkom vode u biljci. Naime, u
uslovima vodnog stresa usljed gubitka vode dolazi do poremecaja u elektron-transportnim
lancima prvenstveno u tilakoidnoj i mitohondrijalnoj membrani, §to rezultuje povecanim
stvaranjem slobodnih radikala tj. oksidanasa u biljnim ¢elijama. Kao posljedica navedenog u
¢elijama se intenziviraju oksidativni procesi, usljed Cega dolazi do razgradnje stabilnih

biomolekula, a samim time i do narusavanja strukturnog i funkcionalnog jedinstva celije.

Nastajanje slobodnih radikala

Slobodni radikali nastaju svakodnevno u organizmu tokom odvijanja uobicajnih
metabolickih procesa u kojima se stvara energija neophodna za odrzavanje i regulisanje svih
funkcija u biljnom organizmu. Za funkcionisanje biljnog organizma nije opasno njihovo
nastajanje, ve¢ poremecaj ravnoteze oksido-redukcijskih procesa u pravcu oksidacije, nastalog
usljed prekomjernog stvaranja slobodnih radikala ili nemoguénosti biljne ¢elije da ih svojim

antioksidacijskim mehanizmom odbrane ukloni (Carocho iFerreira, 2013).
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U normalnim fizioloskim uslovima koncentracija oksidanasa tj. slobodnih radikala u
biljnim ¢elijama je mala, odnosno u ravnotezi je sa njihovim uklanjanjem, ali u stresnim
uslovima njihova koncentracija u biljnim ¢elijama naglo raste, prvenstveno u hloroplastima i
mitohondrijama. Navedene organele u sebi sadrze velike koli¢ine molekula kiseonika, koje se u
uslovima stresa u velikoj mjeri redukuju u slobodne radikale, u ovom slucaju u reaktivna
kiseonikova jedinjenja. Razlog povecanog stvaranja reaktivnih oblika kiseonika u hloroplastima 1
mitohondrijama je poremecaj u elektron transportnim lancima u tilakoidnoj i mitohondrijalnoj
membrani uslovljen nedostatkom vode, usljed ¢ega dio elektrona ,,pobjegne* iz transportnog
lanca i uzrokuje redukciju kiseonika u reaktivne kiseonikove vrste (ROS).

Po svojoj Stetnosti za organizam od reaktivnih vrsta kiseonika izdvajaju se superoksidni
radikal (O;") i1 hidroksil radikal(OH®), a od nereaktivnih vrsta vodonik peroksid. Takode, u
slobodne radikale ubrajaju se i radikali azota (N,O3, N,Oy4), koji su prisutni u biljnoj ¢eliji, ali u

manjoj koli¢ini (Phaniendra i sar., 2015).

Nastajanje superoksidnog radikala (Oy)
- Najces¢i nacin nastajanja superoksidnog radikala (O;") je jednoelektronska redukcija
molekule kiseonika u elektron transportnom lancu disanja.
U elektron transportnom lancu disanja donor elektrona je proteinski kompleks I'V koji
u svom sastavu sadrzi citohrom c-oksidazu. Sastavni dio ovog kompleksa enzima su i dva atoma
bakra, koji imaju znac¢ajnu ulogu u zadnjim fazama prijenosa elektrona do kiseonika.
" Superoksidni radikal (O;) nastaje 1 pri reakciji kiseonika sa jonima prelaznih metala
(Fentonova reakcija)
- Superoksidni radikal (O,") moze nastati i kao rezultat oksidativne razgradnje razlicitih

jedinjenja kao $to su npr. hidrohinon, leukoflavin, tioli...(Apel i Hirt, 2004).

Nastajanje hidroksil radikala (OH")
Hidroksil radikal se smatra najreaktivnijim slobodnim radikalom (Halliwell i Gutteridge,
1999), a nastaje na viSe nacina:
- dismutacijom vodonik peroksida,

- interakcijom vodonik peroksida sa jonima prelaznih metala (Fenton-ova reakcija)
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- usljed reakcije vodonik peroksida sa superoksidnim radikalom (Haber-Weiss-ova
reakcija)
te cijepanjem O-O veze u molekuli vodonik peroksida, pod uticajemrazlicitih faktora

okoline (Furbankisar., 1983).

Nastajanje vodonik peroksida
Vodonik peroksid ima stabilnu elektronsku konfiguraciju te se shodno tome ne moze ni
svrstati u slobodne radikale. Nezavisno od navedenog,vodonik peroksid ima izrazito visoku
reaktivnost, a uzrok tome je podloznost vodonik peroksida oksidaciji, te njegovo svojstvo da vrlo
lako ulazi u interakciju sa jonima prelaznih metala prilikom ¢ega se obrazuju hidroksil radikali
(Fenton-ova reakcija).
Vodonik peroksid moze nastati:
- kao rezultat jednoelektronske redukcije superoksidnog radikala- O,
- dismutacijom iz superoksidnog radikala (O;")

- direktnom dvoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika (Li i sar., 2011)

Ostali nacini stvaranja slobodnih radikala u biljnim celijama

Osim stvaranja slobodnih radikala u elektron-transportnom lancu disanja ili u procesu
fotosinteze, te stvaranja slobodnih radikala kao produkata oksidativne razgradnje supstrata,
postoji 1 niz drugih nacina nastajanja slobodnih radikala u biljnim ¢elijama. Oni mogu nastati kao
posljedica toksi¢nih procesa unutar biljnih Celija (uticaj zraCenja, toksini) ili kao rezultat
djelovanja odredenih enzima (NADP oksidaza, lipooksidaza). Takode, samooksidacija manjih
molekula (flavini), kao i proces oksidacije masnih kiselina u peroksizomima, u znacajnoj mjeri
pridonose pojacanoj koli¢ini slobodnih radikala unutar biljnih ¢elija (Cadenas i Davies, 2000;

Moller i sar., 2007).

Djelovanje slobodnih radikala

Djelovanje slobodnih radikala se zasniva na njihovoj elektronskoj nestabilnosti buduéi da
isti u svojoj spoljasnjojorbitali posjeduju jedan ili viSe nesparenih elektrona. Shodno navedenome
izrazito su reaktivni jer teze spariti te elektrone, te time postici stabilnu elektronsku konfiguraciju

(Alscher i sar., 1997).
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Svoju stabilnost mogu posti¢i na viSe nafina: u medusobnoj reakciji ili u reakciji sa
najblizom elektronski stabilnom molekulom. Ulaze¢i u reakciju sa elektronski stabilnim
molekulama izazivaju oksidaciju napadnutih materija i njihovo raspadanje. U osnovi, djelovanje
slobodnih radikala je usmjereno u pravcu uzimanja elektrona od napadnute molekule, usljed ¢ega
dolazi do naruSavanja elektronske konfiguracije tih molekula i njihovog prelaska u nestabilno
stanje. Napadnuta molekula postaje potencijalni slobodni radikal sposoban da napadne neku
drugu stabilnu molekulu ¢ime se nastavlja ve¢ opisani tok oksidacije 1 oSteCenja molekula
(Baxter i sar., 2014).

Negativnom djelovanju slobodnih radikala ¢eS¢e su izloZene elektronski manje stabilne
molekule poput nezasi¢enih masnih kiselina koje su zbog svojih dvostrukih veza idealna meta za
napad slobodnih radikala. Uzevsi u obzir ¢injenicu da su masne kiseline sastavni dio svih
membrana, njihovo oSte¢enje ¢e imati negativnu reperkusiju na funkcionalnost cijele ¢elije.Nacin
djelovanja slobodnih radikala na oksidaciju nezasi¢enih masnih kiselinai uopSte lipida je
kompleksan, no u osnovi obuhvaca tri faze: inicijaciju, propagaciju i terminaciju (Fu i Huang,
2001).

Prva faza oksidacije lipida karakterisana je reakcijom izmedu inicijatora oksidacije lipida,
naj¢eS¢e nekog slobodnog radikalai ugljenikovog lanca nezasi¢enih masnih kiselina. Tokom te
reakcije dolazi do eliminacije vodonikovog atoma iz metil grupe i stvaranja alkil radikala masne
kiseline (L").

U fazi propagacije dolazi do intermolekularnog premjesStanja dvostruke veze, a alkil radikal
reaguje sa kiseonikom pri &emu nastaje peroksidni radikal masne kiseline (LOO’), sposoban da
eliminiSe vodonik iz susjedne metil grupe nezasi¢ene masne kiseline. Na taj nacin nastaje lipidni
hidroperoksid (LOOH) i novi alkil radikal (L") sposoban da nastavi ve¢ opisani tok oksidacije
lipida. Tako je lipidni hidroperoksid (LOOH) u normalnim fizioloSkih uslovima stabilan, on se u
prisutnosti jona prelaznih metala (Fe*") vrlo brzo razgraduje usljed ¢ega nastaju novi slobodni
radikali, ¢ime se proces razgradnje lipida dodatno ubrzava.

Faza terminacije predstavlja zavrSetak oksidacije lipida koja se mozZe ostvariti ili potpunom
razgradnjom lipida ili prekidom njihove lancane oksidativne razgradnje. Lancana reakcija
oksidativne razgradnje lipida se moze prekinuti samo kada slobodni radikali reaguju medusobno
ili kada reaguju sa antioksidansom. Kao rezultat tih reakcija spreava se stvaranje novih

inicijatora oksidacije lipida, a time je i zaustavljen daljnji tok raspadanja lipidnih komponenti
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¢elije. Oksidativna razgradnja lipida se izrazito negativno odrazava na fluidnost membrane, a
time 1 na njenu permeabilnost. Nadalje, razgradnjom lipidnih komponenti membrane, mogu
nastati brojni nezasiceni aldehidi ¢ije prisustvo je izrazito toksi¢no za celije (Mueller i sar.,
2008).

Kao i lipidi 1 druge molekule mogu biti izloZzene djelovanju slobodnih radikala. Oksidativna
oStecenja proteina uslovljena djelovanjem slobodnih radikala za posljedicu moguimati
modifikaciju aminokiselina ili fragmentaciju peptidnih lanaca, usljed ¢ega proteini bivaju vise
podlozni proteolizi, tj. potpunoj razgradnji. Osim toga, produkti oksidativnog oStec¢enja proteina
mogu uticati na funkciju receptora u ¢elijskim membranama, ali 1 doprinijeti slabijoj aktivnosti
razlicitih enzima.

Takode 1 nukleinske kiseline mogu biti izloZene negativnom djelovanju slobodnih radikala,
posebno reaktivnih oblika kiseonika, usljed ¢ega ¢esto dolazi do oStecenja azotnih baza, kao i do
kidanja fosfodiesterskih veza izmedu nukleotida. Ako DNK mehanizam reparacije odmah ne
reaguje, dolazi do poremecaja u redoslijedu nukleotida u DNK molekuli, a samim time i do

poremecaja u sintezi proteina (Yoshiyama i sar., 2014).

Nivoi antioksidativne odbrane biljke od djelovanja slobodnih radikala

U cilju zastite od napada slobodnih radikala, odnosno od oksidacijskih oSte¢enja, biljni
organizmi su tokom evolucije razvili razliite odbrambene mehanizme pomoc¢u kojih
uspostavljaju ravnotezu oksido-redukcijskih procesa unutar Celija. Pri tome svaka biljna celija
posjeduje vlastiti sistem odbrane kojim ostvaruje tu ravnotezu, no osnova svih tih odbrambenih
mehanizama je postojanje antioksidanasa, materija koje zavisno o koncentraciji mogu da smanje
ili u potpunosti neutraliSu negativno djelovanje slobodnih radikala (Hirayama i Shinozaki, 2010).

Sa funkcionalnog gledista, biljna celija svoj antioksidativni sistemmoZze ostvariti na vise
razli¢itih nivoa.

Prvi nivo predstavlja preventivnu zastitu biljne Celije, a ostvaruje se na nacin da se ve¢ u
zacetku onemogudi stvaranje slobodnih radikala. Na tom principu djeluju mnoge materije kao
npr.feritin, protein prisutan u biljkama, koji ima sposobnost da na sebe veze jone prelaznih metala
(Fe). S obzirom da ti joni predstavljaju potencijalne reaktante prilikom stvaranja slobodnih
radikala (Fentonova reakcija), njihovim uklanjanjem indirektno se sprecava eventualna

mogucénost nastajanja slobodnih radikala na ovaj nacin.
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Drugi nivo zaStite, koji je 1 najvazniji dio antioksidativnog sistema odbrane biljnih ¢elija,
zasniva se na sposobnosti antioksidansa da u reakciji sa oksidansima unisti ili neutraliSenjihovo
negativno djelovanje.

Tre¢i nivo zaStite podrazumijeva popravljanje Steta nastalih usljed djelovanja slobodnih
radikala, u smislu obnavljanja strukture napadnutih molekula, a u njega mogu biti ukljuceni
razliiti enzimski antioksidansi (Damanik i sar., 2010).

U svakom od navedenih nivoa zastite, klju¢nu ulogu imaju antioksidansi, a oni se prema

prirodi 1 na¢inu djelovanja mogu podijeliti na: enzimske i neenzimske antioksidanse.

Enzimski antioksidansi

Nacin djelovanja enzimskih antioksidanasa je specifican i selektivan, zavisno od vrste
enzima i reakcije koja se katalizuje, alikrajnji rezultat svih tih reakcija je uniStavanje slobodnih
radikala ili njihova transformacija u nereaktivna jedinjenja. Jedni od osnovnih enzima
antioksidativnog sistema biljne celije su: peroksidaze (pirogalol peroksidaza, gvajakol
peroksidaza, askorbat peroksidaza, glutation peroksidaza), katalaza i superoksid dismutaza

(Mittler, 2002).

Peroksidaze (PX)

Peroksidaze predstavljaju Siroku grupu enzima c¢ija aktivnost je usmjerena u regulaciju
brojnih fizioloskih procesa (biosinteza lignina, izgradnja komponenti ¢elijskog zida, katabolizam
auksina, senescencija), te u antioksidacijskom odgovoru biljne ¢elije na stresne uslove (Passardi i
sar., 2005).

Zajednicka strukturna karakteristika svih biljnih peroksidaza je da sadrze hem kao
prosteticku grupu (Fe’™ - protoporfirin IX), koja je preko dva histidina povezana s
glikoproteinskim dijelom enzima sastavljenog od glukoze, manoze, arabinoze, ksiloze, fukoze i
heksozamina. U funkcionalnom smislu sve biljne peroksidaze pripadaju grupi oksidoreduktaza
koje katalizuju pretvaranje vodonik peroksida (H,O;) u vodu, ¢ine¢i na taj nacin vodonik
peroksid nereaktivnim i bezopasnim za stabilnost ¢elijskih kompartimenata. Preciznije reeno,
svoj antioksidacijski u€inak enzimi iz grupe peroksidaza postiZzu na nacin da katalizuju reakcije

oksidacije razlicitih supstrata uz prisutnost vodonik peroksida koji se pri tome redukuje.
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Znacajniji enzimi iz grupe peroksidaza u antioksidativnom sistemu odbrane biljne ¢elije su
enzimi iz klase III biljnih peroksidaza.

Peroksidaze III klase su glikolizovane nespecificne peroksidaze koje koriste vodonik
peroksid kao elektron akceptor za oksidaciju Sirokog spektra razli€itih supstrata kao npr. fenolnih
jedinjenja, pirogalola i gvajakola. NajceS¢e koriS€eni supstrati in vitro su pirogalol i gvajakol, a
reakcije u kojima ova dva jedinjenja sluze kao donori elektrona potrebnih za redukciju
H,O,uH,O su sljedece: (pirogalol + H,O,— purpurogalin + H,O 1 gvajakol + H,O0,—>
tetragvajkol (smede obojen produkt) + H,O.

Enzimi iz klase III biljnih peroksidaza su ve¢inom smjesteni u vakuolama, ¢elijskom zidu i
endoplazmatskom retikulumu, a brojna istraZivanja su pokazala da navedeni enzimi imaju vaznu
ulogu u metabolizmu auksina, biosintezi etilena 1 lignina, te u odgovoru biljke na stres uzrokovan

zagadenjem vazduha (Kamal i sar., 2001; Yazdi i sar., 2002)

Glutation peroksidaza(GTPX) je antioksidativni enzim ¢ija je aktivnost takodeusmjerena
u pravcu detoksikacije vodonik peroksida. Njegova uloga u antioksidativnom sistemu odbrane
biljne ¢elije se posebno ogleda pri niskim koncentracijama H,O, u ¢eliji. Glutation peroksidaza
takode moze neutralisatii reaktivne hidroperoksile masnih kiselina.

U biljnim celijama glutation peroksidaza je prisutna u nekoliko izoformi, koje se
medusobno razlikuju po afinitetu prema supstratu, te smjestaju unutar celije. [z ove grupe enzima
znaajan doprinos uklanjanju reaktivnih oksidativnih jedinjenja iz celije, daje selen-zavisna
glutation peroksidaza. Ova izoforma glutation peroksidaze sadrzi atom selena u svom aktivnom
centru koji je osnovni faktor regulacije aktivnosti spomenutog enzima. GTPX u vecoj
koncentraciji prisutan je u mitohondrijama i hloroplastima gdje katalizuje reakciju redukcije
reaktivnog vodonik peroksida ili hidroperoksil radikala u prisustvu redukovanog glutationa.

Dakle, GTPX ubrzava redukciju vodonik peroksida do vode ili organskih hidroperoksila do
odgovarajucih alkohola, pri cemu se glutation oksidiSe u disulfid glutation. Jo§ jedan enzim iz
grupe glutation zavisnih enzima, znacajan za uklanjanje reaktivnih jedinjenja iz biljne celije jeste
fosfolipid zavisna glutation peroksidaza. Aktivno$éu ovog enzima ubrzava se redukcija
fosfolipidnih peroksil radikala i to bez prethodnog odvajanja fosfatne skupine iz oksidovanih

masnih kiselina djelovanjem fosfolipaze (Gucrnouriisar., 1991).

Askorbat peroksidaza(APX) je enzim iz grupe peroksidaza koji takode ucestvuje u

redukciji vodonik peroksida. To €ini kroz tzv. askorbat - glutationski ciklus pri ¢emu se askorbat
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kao supstrat za doniranje elektrona oksidiSe u monodehidro-askorbinsku kiselinu, a vodonik
peroksid redukuje u vodu (Caversan i sar., 2012).

Nastali monodehidro askorbat moze se direktno vratiti u askorbat - glutationski ciklus uz
djelovanje enzima monodehidroaskorbat reduktaze ili se prvo konvertuje u dehidro akorbat
(DHA), a zatim djelovanjem glutation dehidroaskorbat reduktaze prelazi u askorbat.

Askorbat peroksidaza (APX)je u biljnim c¢elijama prisutna u pet razlicitih izoformi, a
specificnost ovog enzima je da mu je potrebna visoka koli¢ina supstrata tj. askorbata za
aktivaciju, te da je u nedostatku askorbata vrlo nestabilan (7Teixeira i sar., 2004). Shigeoka 1 sar.

(2002) navode da APX gubi aktivnost ako je njegova koncentracija u ¢eliji ispod 20 pM.

Superoksid dismutaza (SOD) je enzim ¢ije djelovanje je prvenstveno usmjereno u pravcu
uklanjanja superoksidnog radikala iz ¢elije, a to ostvaruje na nacin da katalizuje dismutaciju
superoksidnog radikala (O,"), pri ¢emu se jedanO, redukuje u vodonik peroksid, a drugi oksidise
u kiseonik (Huseynova i sar., 2014).

Superoksid dismutaza (SOD) pripada grupi metaloenzima i u biljnim ¢elijama je prisutna u
¢etiri izoforme: Cu-Zn SOD, Mn SOD, Fe SOD i1 Ec SOD (vancelijska superoksid dismutaza).
Podjela je napravljena u zavisnosti od grade, smjestaja, te od vrste metalnog jona kojeg sadrze u
svom aktivnom centru (Mittler i sar., 2002).

Cu-Zn SOD se sastoji od dvije podjedinice, u aktivnom sredistu sadrzi jone bakra ili cinka,
a smjesten je u citozolu, te¢nom dijelu citoplazme. Prisutnost ovog enzima determinisana je i u
drugim dijelovima celije: hloroplastima, peroksizomima i apoplastu. U hloroplastima je u vecoj
mjeri uocena i prisutnost Fe SOD, koja djeluje na sli¢nom principu kao 1 Cu-Zn SOD.

Mn SOD smjestena je najvec¢im dijelom u matriksu mitohondrija, a sastoji se od Cetiri
podjedinice. Svaka podjedinica u svom aktivnom centru sadrzi atom mangana, neophodnog za
neutralizaciju superoksidnih radikala.

Ec SOD je izoenzim koji djeluje u vancelijskom prostoru, Stiteci tako 1 apoplast od napada
superoksidnog radikala. Sastoji se od Cetiri podjedinice koje kao koenzim sadrze jon Cu ili Zn.
Ovakvom raspodjelom izoenzima SOD unutar i vanbiljne celije omogucéeno je vrlo brzo
uklanjanje superoksidnih radikala. Bez obzira o kojoj izoformi superoksidaze se radi, oni su
zahvaljuju¢i jonima metala u svojoj strukturi, odnosno njihovoj sposobnosti primanja ili
otpustanja elektrona, u moguénostivrlo brzo neutralisati negativno djelovanje superoksidnog

radikala (Ahmad i sar., 2010).
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Katalaza (CAT ) je tetramerni enzim pri ¢emu svaki dio sadrzi jednu molekulu hema. U
biljnim ¢elijama nalazi se ve¢im dijelom u peroksizomima, gdje uklanja vodonik peroksid nastao
tokom fotorespiracije ili oksidacije masnih kiselina. To ¢ini na nacin da ubrzava direktnu
disproporcionaciju vodonik peroksida na kiseonik i vodu (Kovalchuk, 2010).

Specificnost katalaze je nizak afinitet prema supstratu, te su mu za pocetak djelovanja
potrebne dvije molekule H,O, istovremeno vezane na aktivno mjesto. Medutim, ovaj enzim ima
visoku kataliticku aktivnost, Sto ovom enzimu omogucuje visok efekat u detoksikaciji vodonik
peroksida u uslovima njegove visoke prisutnosti u ¢elijama (Mhamdi i sar., 2010). Uz to Sto je
vodonik peroksid inicijator stvaranja niza slobodnih radikala, njegova visoka koncentracija u
biljnim ¢elijama negativno se odraZava i na fiksaciju ugljen dioksida, te je zbog toga uklanjanje

vodonik peroksida od klju¢nog znacaja za funkcionisanje biljnog organizma (Voss i sar., 2013).

Neenzimski antioksidansi

Neenzimski antioksidansi ¢ine sekundarnu liniju odbrane organizma protiv negativnog
djelovanja slobodnih radikala. Za razliku od enzima Cija se antioksidativna zaStita u osnovi
zasniva na neutralizaciji ve¢ stvorenih oksidanasa, djelovanje neenzimskih antioksidansa je
prvenstveno usmjereno na ograni¢avanje oksidativnih procesa u celiji, odnosno na njihovo
blokiranje ili usporavanje (Das i Roychoundhury, 2014).

U okviru neenzimskih antioksidansa poseban znacaj za odbrambeni sistem biljne celije
imaju askorbinska kiselina (vitamin C), glutation, tokoferol (vitamin E), ubikvinon (koenzim Q),
karotenoidi i polifenoli.

Vitamin C je organsko jedinjenje male molekulske mase koje je po svojoj strukturi vrlo
sli¢no glukozi, a u organizmu kako biljke, tako i ¢ovjeka, javlja se kao nezamjenjiv katalizator
razli¢itih hemijskih reakcija. Ovaj vitamin je neophodan 1 za lijeCenje bolesti skorbuta, pa se vrlo
¢esto kao sinonim za njega koristi naziv askorbinska kiselina (Smirnoff, 2000).

Antioksidativnu aktivnost u biljnom organizmu vitamin C ostvaruje na vise nacina:

Vitamin C redukuje slobodne radikale, prvenstveno superoksidni i hidroksilni radikal na nacin da
im preda nedostajuci elektron, pri ¢emu se on sam oksidiSe u dehidroaskorbinsku kiselinu. Ovaj
efekat inaktivacije slobodnih radikala, postize zahvaljuju¢i svojoj strukturi, odnosno

posjedovanju endiolne grupe koja mu omogucuje snazna redukcijska svojstva. Za regeneraciju
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vitamina C, odnosno njegov prelaz iz oksidovanog u redukovani oblik, neophodno je prisustvo
glutationa i enzima dehidroaskorbat reduktaze.

Vitamin C, po istom mehanizmu uklanjanja superoksidnog i hidroksilnog radikala, uklanja
1 lipidne radikale, odnosno sekundarne produkte lan¢anih reakcija u terminalnoj fazi lipidne
peroksidacije. U stanju je i inaktivirati singlentne oblike kiseonika na nacin da im donira
nedostajuci elektron, a uloga vitamina C u antioksidativnom odbrambenom sistemu biljne Celije
ogleda se 1 u njegovoj sposobnosti stvaranja kompleksa sa teSkim metalima, ¢ime inaktivira
njihovo negativno djelovanje.

Vitamin C je koenzim askorbat peroksidaze, enzima odgovornog za neutralizaciju H,O,, a
takode ucestvuje i u prevodenju azotnih radikalnih jedinjenja u nereaktivne proizvode, te u
regeneraciji drugih neenzimskih antioksidansa (vitamina E, glutationa i1 B-karotena) $to sve
ukazuje na njegovu veliku ulogu u antioksidativnom sistemu odbrane biljne ¢elije.

Prirodnu sposobnost stvaranja vitamina C imaju gotovo svi biljni organizmi, ali i ve¢ina
zivotinja, dok to nije slucaj za ljudski organizam. Razlog tome je $to u ljudskom organizmu na
genetskom nivou ne postoji moguénost kodiranja sinteze L-gulono-1,4-lakton oksidaze, enzima
neophodnog za stvaranje vitamina C (Valpuesta i Botella, 2004). Ljudski organizam nije u stanju
stvoriti ni ve¢inu drugih vitamina, tako da ih nuzno mora unositi ishranom.

Vitamin C u biljkama moZe nastati iz razli¢itth heksoza direktnom i indirektnom
konverzijom, a nacin njegovog nastajanja zavisi od genetske konstitucije 1 metabolizma pojedine
biljke.

Direktna konverzija podrazumijeva nastajanje vitamina C direktno iz heksoza bez
prethodnog raspadanja istih na jednostavnija jedinjenja, dok indirektna konverzija podrazumijeva
nastajanje vitamina C iz produkata cijepanja heksoza. Najc¢es¢i prekursori u stvaranju vitamina C
u biljkama su glukoza, galakturonska kiselina 1 sorbitol.

Osim antioksidativnog djelovanja, u iznimnim situacijama, vitamin C moze pokazati pro-
oksidativna svojstva, odnosno pospjesiti stvaranje novih slobodnih radikala. U uslovima visoke
koncentracije vitamina C u biljnoj ¢eliji 1 uz prisustvo nevezanih metalnih jona, vitamin C je
sposoban redukovati trovalentne jone Zeljeza (Fe*") i dvovalentne jone bakra (Cu”"). Redukovani
oblici Zeljeza i bakra (Fe’', Cu’) mogu zatim stupiti u reakciju sa vodonik peroksidom

(Fentonova reakcija) usljed ¢ega nastaju izuzetno Stetni hidroksil radikali.
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Uzevsi u obzir ¢injenicu da se metali u biljnoj ¢eliji ve¢inom nalaze vezani u kompleksima
sa proteinima, te da je u celiji koncentracija vitamina C rijetko iznimno visoka u normalnim
fizioloSkim uslovima preovladava antioksidativna uloga vitamina C.

Karotenoidi su biljni pigmenti rastvorljivi u mastima. Poznato ih je preko Sest stotina
vrsta, a razvrstani su u dvije osnovne grupe: karotene i ksantofile. Karoteni predstavljaju grupu
karotenoida koji imaju samo ugljenik i vodonik u svom sastavu, a medu njima su najpoznatiji 3-
karoten 1 likopen. Drugu grupu karotenoida ¢ine ksantofili, odnosno karotenoidi koji u svom
sastavu uz ugljenik i vodonik imaju kiseonik i to naj¢es¢e u keto ili hidroksi formi. 1z ove grupe
karotenoida najpoznatiji su lutein i zeaksantin (Britton, 2004).

Karotenoidima pripada znacajna uloga u antioksidativnhom sistemu odbrane biljke. Smatra
se da je najvazniji antioksidativni efekat karotenoida neutralizacija singletnih oblika kiseonika
¢ije je nastajanje u uslovima stresa intenzivirano (Cvetkovic i sar., 2013).

Karotenoidi svoje antioksidativno djelovanje ostvaruju na nacin da smanjuju reaktivnost
pojedinih molekula prema slobodnim radikalima. Ovaj ucinak postizu zahvaljuju¢i svome
visokom redoks potencijalu i lipofilnom karakteru. Shodno navedenome karotenoidi u lipidnim
dijelovima membrane su u ve¢oj mogucénosti neutralisati slobodne radikale u odnosu na mnoge
druge antioksidanse. Takode je uoc¢eno da je ovaj ucinak znatno izrazajniji uz prisustvo vitamina
E, $to ukazuje na sinergisti¢ko djelovanje ovih dvaju antioksidanasa (Johnson, 2002).

Osim direktnog antioksidativnog djelovanja karotenoidi su znacajni 1 sa aspekta
omogucavanja nesmetanog odvijanja svijetle faze fotosinteze. Naime, karotenoidi imaju vaznu
ulogu u zastiti pigmenta hlorofila od jakog intenziteta svjetlosti (sprecavanjem njihove
oksidativne razgradnje) ¢ime se osigurava apsorpcija fotosintetski efikasnog dijela spektra. Osim
toga, karotenoidi dio apsorbovane svjetlosne energije putem indukcijske rezonance prenose do
pigmenata hlorofila a (reakcijskih centara fotosistema P79 1 Pego) povecavajuéi time njihovu
sposobnost za pokretanje svijetle faze fotosinteze (Fernandez-Garcia i sar., 2012).

Likopen je jedan od najpoznatijih pigmenata iz grupe karotenoida. SintetiSu ga biljke, a
odgovoran je za crvenu boju plodova. Intenzivno je prisutan u plodu paradajza, pri ¢emu njegov
udio u plodu zavisi od ispitivanog genotipa, stepena zrelosti, te agro-ekoloskih uslova u kojima je
paradajz uzgajan (Shi i sar., 2004).

Sadrzaj likopena u plodu paradajza obi¢no varira u vrijednostima od 3 do 15 mg likopena

na 100 g svjezeg ploda (Bramlej, 2000). Likopen je jedinjenje izoprenoidne prirode, sastoji se od
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osam izoprenskih jedinica, pri ¢emu je centralni dio molekule u obliku dugackog konjugovanog
lanca, a krajevi lanca su ciklizovani.

Likopen je jedan od najmo¢nijih antioksidanasa u biljci, a njegova antioksidativna
aktivnost je prvenstveno rezultat specificne strukture koja je obiljezena velikim brojem
funkcionalnih grupa, te velikim brojem dvostrukih veza u njegovoj strukturi (jedanaest
konjugovanih i1 dvije nekonjugovane dvostruke veze). Zahvaljuju¢i njima u stanju je stupiti u
vezu sa slobodnim radikalima ¢ine¢i ih time manje reaktivnim (Lenucci i sar., 2006). S obzirom
da likopen iste efekte pokazuje 1 u organizmu ¢ovjeka, konzumacija plodova paradajza sa viSim
sadrzajem likopena smatra se vrlo poZeljnim sa aspekta podizanja antioksidativnog sistema
odbrane organizma. Mnoga istrazivanja su pokazala da likopen ima vrlo vaznu ulogu u prevenciji
mnogih oboljenja, kao Sto su razni oblici karcinoma i1 kardiovaskularnih bolesti (Gerster, 1997;
Agarwal i sar., 2001).

Fenolna jedinjenja predstavljaju veliku grupu jedinjenja koja u svojoj strukturi imaju
barem jedan aromatski prsten na koji je vezana jedna ili viSe hidroksilnih grupa (Robards i sar.,
2009). Produkt su sekundarnog metabolizma biljne celije i u istima se rijetko pojavljuju u
slobodnom obliku. Ve¢inom su vezani sa Secerima u obliku glikozida ili u vidu kompleksnih,
sloZzenih jedinjenja sa proteinima, alkaloidima i terpenoidima (Krsti¢ i sar., 1998). Do danas je
poznato preko 8000 fenolnih jedinjenja koja se medusobno razlikuju kako po svojoj strukturi,
tako 1 po hemijskim svojstvima.

Postoje dva osnovna puta sinteze fenolnih jedinjenja: Sikiminski biosintetski put i acetatno-
malatni biosintetski put. U Sikiminskom putukoji je najCes¢i put sinteze fenolnih jedinjenja u
viSim biljkama, klju¢ni intermedijarni produkt je Sikiminska kiselina, te odatle i poti¢e naziv za
navedeni put njihovog stvaranja (Maeda i Dudareva, 2012).

Prvi korak u sintezi fenolnih jedinjenja Sikiminskim biosintetskim putem je kondenzacija
eritroze (IV) fosfata, nastale kao produkt pentoza fosfatnog ciklusa, i fosfoenol piruvata, nastalog
kao produkt glikolize. Kao rezultat njihove kondenzacije nastaje DAHP kiselina (3-deoksi-D-
arabinoheptulonska kiselina) c¢ijom postepenom ciklizacijom nastaje 3-dehidroSikiminska
kiselina, a zatim redukcijom Sikiminska kiselina. Iz Sikiminske kiseline zatim odredenim
transformacijama nastaju aromatske aminokiseline: fenilalanin, tirozin i triptofan, koje su
prekursori stvaranja brojnih fenolnih jedinjenja (Herrmann i Weaver, 1999; Achnine i sar., 2004).

Tako na primjer deaminacijom fenilalanina nastaje cimetna kiselina, a naknadnom
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hidroksilacijom cimetne kiseline na razli¢itim polozajima unutar benzenskog prstena nastaju
kafeinska 1 kumarna kiselina koje su vrlo zastupljene u plodu paradajza.

Acetatno-malatni put ili tzv. poliketidni put je karakterisan povezivanjem acetatnih i
malatnih jedinica u odgovaraju¢i poliketidni ugljenovodoni¢ni lanac (Horinouchi, 2009).
Acetatne jedinice, odnosno molekule acetil CoA, nastaju ili kao produkt glikolize ili kao produkt
B—oksidacije masnih kiselina, dok malatne jedinice u pravilu nastaju karboksilacijom molekula
acetil CoA. Poliketidni lanac nastao povezivanjem navedenih acetatnih i malatnih jedinica je
zbog velikog broja keto grupa vrlo reaktivan, te zbog toga ima tendenciju stvaranja stabilnije
strukture koja se ostvaruje na nacin da se prsten zatvori aldolnom ili Cleisen-ovom
kondenzacijom, a enolizacijom nastalog prstena nastaje benzenski prsten, gradivna struktura svih
fenolnih jedinjenja (Suskovié, 2007).

U naucnoj literaturi se navode razliCite podjele fenolnih jedinjenja. Podjele se obi¢no prave
s obzirom na broj konstitutivnih ugljenikovih atoma vezanih u osnovnom skeletu strukture
fenola, a jedna od najce$¢ih podjela koja se vrlo Cesto primjenjuje u naucnim krugovima je
podjela fenolnih jedinjenja na jednostavne fenole, fenolne kiseline, flavonoide i stilbene (Rastija i
sar.2009).

Flavonoidi su najbrojnija grupa unutar fenolnih jedinjenja. U izgradnji flavonoida,
ukljucena su oba puta sinteze: Sikiminski i acetatno-malatni put (Martens i sar., 2010). Do danas
ih je identifikovano preko 6000, a prisutni su u gotovo svim dijelovima biljke: sjemenkama,
lis¢u, cvijecu i plodovima (Ferrer i sar., 2006).

Osnovnu strukturu svih flavonoida cini difenilpropan, odnosno 2-fenilbenzopiran,
strukturna forma izgradena od petnaest ugljenikovih atoma.

U najjednostavnijem obliku ova forma sadrzi dva fenilna prstena (A- i B- prsteni)
medusobno povezanih propanskim lancem koji ne mora, ali najces¢e sa kiseonikom formira
heterocikli¢ni C-prsten (C4-C;3-Cg). 1z ove forme, odredenim modifikacijama unutar C prstena,
izvodi se niz strukturno razli¢itih podgrupa flavonoida: flavonoli, flavoni, izoflavoni, flavani,
flavanoni, flavanoli, flavanonoli, flavan-3,4-dioli i antocijanidini (Winkel-Shirley, 2002).
Strukturne razlike izmedu podgrupa uglavnom su zasnovane na stepenu oksidacije C prstena,
broju i polozaju hidroksilnih grupa, te stepenu njihove alkilacije i/ili glikozidacije (Kazazic,

2004).
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Od flavonoida u plodu paradajza su znacajno prisutni kvercetin i naringenin. Kvercetin
pripada podgrupi flavonola ¢ija je osnovna karakteristika prisutnost hidroksilne grupe na trecem
ugljenikovom atomu C prstena. U plodu paradajza se rijetko nalazi odvojen, ve¢inom je vezan sa
Sec¢erom rutinozom u glikozid-rutin. Za razliku od kvercetina, naringenin spada u flavanone za
koje je karakteristicno da u svojoj strukturi ne sadrze dvostruku vezu izmedu drugog i treceg
ugljenikovog atoma u centralnom prstenu. Mnoga istrazivanja su pokazala da konzumacija
plodova sa visokim sadrZzajem naringenina smanjuje nakupljanje masnih naslaga u krvnim
sudovima, te da navedeno jedinjenje pokazuje i snazno antioksidativno djelovanje. Shodno
navedenome veca koli¢ina naringenina u plodu paradajza je izuzetno pozeljna sa aspekta

povisenja njegove nutritivne vrijednosti (Rigano i sar., 2014).

Antioksidacijsko djelovanje fenolnih jedinjenja

Antioksidativno djelovanje fenolnih jedinjenja manifestuje se na vise nacina. Neutralizacija
negativnog djelovanja slobodnih radikala smatra se najefikasnijim antioksidacijskim djelovanjem
polifenola, a to postizu na nacin da slobodnim radikalima predaju nedostajuci elektron, pri cemu
sami ostanu stabilni (Hasanuzzaman i sar., 2013). Pretpostavlja se da je sposobnost pojedinih
fenolnih jedinjenja da doniraju elektron povezana s njihovom raspodjelom elektrona unutar
molekule. Njihova elektronska konfiguracija se moze objasniti samo uz pretpostavku da su neki
elektroni delokalizovani, §to znaci da se viSe ili manje podjednako raspodjeljuju unutar dijela ili
cijele molekule. Zbog delokalizacije elektrona smanjuje se medusobno odbijanje elektrona unutar
molekule, pa se stabilnost molekule povecava, tako da one i nakon davanja elektrona ostaju
stabilni. Delokalizovani elektroni odnose se na elektrone smjeStene u tzv. m-orbitalama.
Jedinjenja koja imaju veéi stepen m-delokalizacije su aktivnija u davanju elektrona (Halliwell,
2006).

Sljede¢i vrlo vazan nacin antioksidativnog djelovanja polifenola je njihova sposobnost
vezanja redukovanih jona prelaznih metala (Fe*", Cu™) usljed ¢ega se spre¢ava njihovo stupanje u
reakciju sa vodonik peroksidom i stvaranje reaktivnih hidroksilnih radikala (7riantaphylides i
Havaux, 2009). Prisustvo polifenola uti¢e povoljno 1 na aktivaciju antioksidacijskih enzima, kao i
na inhibiranje oksidaza, Sto djeluje na pospjeSenje antioksidativhog sistema odbrane biljke
(Williamson i Scalbert, 2000). U interakciji sa drugim antioksidansima, prvenstveno sa

vitaminom C, polifenoli pokazuju sinergijski efekt. Taj povecani efekat povezan je sa svojstvom
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vitamina C da zbog svog visokog redoks potencijala zastiti polifenol od oksidativne degeneracije
(Athar i sar., 2008).

Osim navedenih antioksidacijskih efekata, polifenoli imaju i sposobnost doniranja
elektrona peroksil radikalima, nastalim oksidacijom masnih kiselina. Rezultat te reakcije je
neutralizacija peroksil radikala i stvaranje manje reaktivnog fenoksi radikala nesposobnog da
pokrene daljnji tok oksidacijskih reakcija razgradnje lipida (Amorati i sar., 2003).

Od prisustva fenolnih supstanci u biljci zavisi 1 adaptacija biljne vrste na razli¢ite ekoloske
faktore, kao i druge odbrambene reakcije biljke: zaStita od patogenih mikroorganizama ili
potencijalnih natjecatelja za isti zivotni prostor (Cornell i Hawkins, 2003). U slozeni kompleks
polifenolnih sastojaka ubrajaju se i fitoaleksini, jedinjenja koja se pri uobic¢ajenim okolnostima
biljnim ¢elijama kao odgovor na bakterijske i gljivicne infekcije (Cvjetkovié, 1997), a zbog svoje
efikasnosti se smatraju glavnim nosiocima mehanizma otpornosti na razlicite biljne bolesti.

Fenoli pokazuju veliki bioloski efekat i na druge organizme. Neki od tih efekata se
manifestuju u jacanju imunoloskog sistema covjeka, naj¢eS¢e takode inaktivacijom negativnog
uticaja slobodnih radikala. Fenolnim jedinjenjima se pripisuju i druga korisna djelovanja:
antiupalna, antimikrobna, antimutagena i antikancerogena (Williams i sar., 2004;; Alberto i sar.,
2006;Parvaiz i Satyawati, 2008). Rezultati istraZivanja objavljeni od strane mnogih nau¢nika koji
se bave medicinom i hemijom hrane su potvrdile ove navode i ukazale na vaznost fenola u
jacanju imunoloskog sistema covjeka (Walker i sar., 1975;Mangas i sar., 1999; Mattila i sar.,

2006; Duda-Chodak i sar., 2010).

Stimulatori rasta i mogucénosti njihove primjene u jaéanju odbrambenih mehanizama
biljke u uslovima vodnog stresa

Tokom svog Zivotnog ciklusa svaka biljka prolazi kroz razli¢ite stadijume, pocevsi od
razvitka vegetativnih organa, korijena, stabljike 1 lista, a zatim i1 generativnih, cvijeta, ploda 1
sjemena. U svakom od navedenih stadijuma biljke su izloZene jaem ili slabijem djelovanju
razliitih faktora spoljasnje sredine, od kojih neki mogu vrlo negativno uticati na razvoj biljke
(Hopkins, 1995).

Snabdjevenost biljaka vodom je svakako jedan od najvaznijih faktora koji uti¢e na razvoj

biljke jer je voda najznacajnija strukturna komponenta celijskih organela, a i neophodna je za
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odvijanje svih metabolic¢kih procesa u biljci. Shodno navedenome i mali nedostatak vode u biljci
moze uticati negativno na razvoj biljke, pa ¢ak dovesti i do velikih gubitaka u kvalitetu 1 prinosu
uzgajanih kultura. Ovaj problem je usljed globalnih temeperaturnih promjena zadnjih godina
posebno izrazen i ocekivanja su da ¢e se ovaj trend povecanja temperatura u buducnosti i
nastaviti, Sto ¢e dodatno umanjiti ionako ve¢ ogranicene resurse vode.

Biljke kao sesilni organizmi nisu u stanju da izbjegnu eventualnu pojavu suSe na
odredenom staniStu, ali su u stanju da se u granicama svog genetskog potencijala, svojim
vlastitim mehanizmima odbrane prilagode nepovoljnim uslovima sredine u kojima se nalaze. Sto
je taj stepen razvoja mehanizma odbrane na stres jaCe razvijen, biljka ima 1 vece Sanse da opstane
u navedenim uslovima (Neskovic, 2003).

Jedan on nacina kojim bi se umnogome mogli poboljSati odbrambeni mehanizmi biljke u
uslovima suSe je primjena odgovarajucih stimulatora rasta koji u sebi sadrze supstance za koje je
dokazano da stimulativno uti¢u na tok odvijanja metabolickih procesa u biljci. Sastav nekih
stimulatora je baziran isklju¢ivo na hemijskim supstancama, kod nekih su baza sastava korisni
mikroorganizmi, dok neki predstavljaju komplekse prirodnih biljnih ekstrakata. Nezavisno od
sastava, zajedniCka osobina svih stimulatora rasta je ista, a to je da pozitivno uticu na tok
odvijanja fizioloSkih procesa u biljci, te na hormonalnu i metaboli¢ku aktivnost unutar biljke.
Shodno navedenome, njihova primjena bi trebala doprinijeti poboljSanju odbrambenog
mehanizma biljke u uslovima suSe, §to je u mnogim nauc¢nim radovima i dokazano (Kertikov i
Radeva, 1998; Muralidharan i sar., 2000, Paradikovic¢ i sar., 2008).

Sa ciljem dobijanja kvalitetnih 1 zdravstveno ispravnih jestivih dijelova biljke, u
poljoprivrednoj proizvodnji, pa tako i u proizvodnji paradajza, sve je veca tendencija koris¢enja
stimulatora rasta na bazi prirodnih biljnih ekstrakata.

Sidhu 1 sar. (2017) u svom radu navode pozitivan efekat primjene stimulatora rasta
Stimplex, dobijenog ekstrakcijom morske alge Ascophyllum nodosum (L) Le Jolis, na sadrzaj
fenola, likopena 1 uopste antioksidativnih materija u plodovima paradajza. Spann 1 sar. (2010) su
u svom istrazivanju utvrdili veliku efikasnost primjene ovog preparata i kod uzgoja narandze u
stresnim uslovima. Pozitivan efekat primjene preparata na bazi morskih algi na parametre
kvaliteta i prinosa poljoprivrednih kultura utvrden je i u brojnim drugim istrazivanjima (Kocira i

sar., 2016; Zarzecka i sar., 2017).
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Jedan od preparata €iji je proizvodnja zasnovana na ekstrakciji morske alge Ascophyllum
nodosum (L) Le Jolis je 1 Bio algeen S-90. Njegova primjena se posebno pokazala efikasnom u
uzgoju presadnica Seri paradajza gdje su mlade biljke izloZene stresnim uslovima kao posljedica
presadivanja (Dobromilska i sar., 2008).

Budu¢i da Bio-algeen S90 , tj. njegov osnovni sastojak morska alga Ascophyllum nodosum
(L) Le Jolis u sebi sadrzi veliki broj raznovrsnih fizioloski aktivnih supstanci, medu kojima 1
odredenu koli¢inu prolina i vitamina E za koje je poznato da su vazni segmenti osmotskog 1
antioksidativnog odbrambenog sistema biljke (Craigie, 2011; Gupta i Abu-Ghannam, 2011), za
pretpostaviti je da bi se primjena ovog preparata trebala odraziti pozitivho i na jacanje
odbrambenih mehanizama Seri paradajza u uslovima vodnog stresa. No, da li ¢e ovaj preparat u
datim uslovima imati pozitivne efekte na odbrambene mehanizme biljke, osim od njegovog
sastava, zavisi¢e 1 od genetskog potencijala biljke, odnosno od njene sposobnosti da iskoristi
materije iz navedenog preparata za jacanje svojih odbrambenih mehanizama.

Kod uzgoja paradajza i uopstenopoljoprivrednih kultura za stimulaciju metabolizma biljke
vrlo Cesto se primjenjuju i preparatina bazi mikroorganizama. Pozitivan uticaj navedenih
preparata na rast i razvice biljaka utvrden je u brojnim nau¢nim radovima (Chabot i sar., 1996;
Richardson i sar., 2009; Kaur i Reddy, 2014).

Primjena mikroorganizma, kao sredstva za pospjeSivanje razvoja biljke, je pokazala svoju
opravdanost i1 kod uzgoja biljaka u stresnim uslovima (Rolli i sar., 2015; Vurukonda i sar., 2016)

Chitarra 1 sar. (2016) u svom radu navode pozitivan uticaj primjene mikroorganizama
Funneliformis mosseae 1 Rhizophagus intraradices na odbrambene mehanizme paradajza gajenog
u uslovima stresa, a do kompatibilnih zapazanja u svojim radovima dosli su 1 drugi naucnici, uz
napomenu da su predmet njihovog istrazivanja bile druge biljne vrste (Estrada i sar., 2013;
Pedranzani i sar., 2015). Bhattacharyya 1 Jha (2012) smatraju da se pozitivan efekat
mikroorganizama na parametre odbrambenog mehanizma biljke na stres u prvom redu moze
pripisati njihovoj sposobnosti da u sistemu zemlja-biljka poboljSaju vodno-vazdusne
karakteristike zemljiSta te usvajanje hranjiva od strane korijena biljke, a Sto se direktno reflektuje
na uspjesniji razvoj biljke, kao i njenu vecu otpornost na stresne uslove.

Slavol je mikrobioloSki preparat koji u sebi sadrzi bakterije azotofiksatore i
fosfomineralizatore, ali snjim prema dostupnoj nau¢noj literaturi nije radeno puno istraZivanja na

paradajzu. S tog aspekta promatrano interesantno je ispitati kako ¢e se primjena ovog preparata
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odraziti na odbrambene mehanizme presadnica Seri paradajza gajenih u uslovima vodnog stresa,
Sto bi trebalo biti od interesa kako proizvodac¢ima ove povrtne kulture, tako 1 nau¢nicima koji se
bave ispitivanom problematikom. Iz navedenih razloga ovaj preparat i jeste odabran kao objekat
istrazivanja u sklopu ove doktorske disertacije.

Izuzev preparata na bazi morskih algi i mikroorganizama, za pospjesenje odbrambenih
mehanizama biljke u uslovima stresa koriste se i1 drugi organski stimulatori rasta. Neki su
bazirani na visokom sadrzaju huminskih kiselina, neki na bazi minerala kao Sto su zeolit i
pirofilit, a neki na ekstraktima visih biljaka.

Pozitivan efekat primjene stimulatora rasta baziranog na huminskim kiselinama na razvice
paradajza u stresnim uslovima utvrden je u radu Amana i Raba (2013), ali 1 u radovima drugih
naucnika (Kazemi, 2013; Asri i sar., 2015; Farnia i Moradi, 2015). Cimrin 1 Yilmaz (2005)
navode da je glavni razlog efikasnosti huminskih kiselina sposobnost navedenih supstanci da
potaknu rast korijena, a samim time i usvajanje vode i hranjiva. Chen 1 sar. (2014) smatraju da
huminske kiseline mogu postaci i diobu ¢elija, kao i aktivaciju hormona i enzima u biljci, $to je u
direktnoj korelaciji sa procesima rasta u biljci 1 njenim metabolizmom.

Zeolit kao stimulacijsko sredstvo je ve¢ odavno u upotrebi u poljoprivrednoj proizvodnji i
to zahvaljujuéi ¢injenici §to ovaj mineral izuzetno dobro apsorbuje vlagu i hranjiva te ih tako ¢ini
dostupnim biljkama duze vrijeme. Samim time, primjena zeolita ima svoju opravdanost i kod
uzgoja biljaka u uslovima suSe, $to je u brojnim radovima i dokazano (Lego, 2000; Hasanagic i
sar., 2015).

Za stimulaciju razvoja biljke koriste se i1 ekstrakti biljaka, a efikasnost njihove primjene,
posebno sa aspekta antimikrobnog djelovanja, je potvrdena u brojnim radovima (Osorio i sar.,
2010; Shami i sar., 2013; Sheikh i sar., 2013). Valdes i sar. (2017) u opseznom preglednom
¢lanku navode pozitivne efekte primjene ekstrakta biljki na usporavanje ili zaustavljanje razvoja
patogenih gljivica kod uzgoja paradajza, a takode naglaSavaju i znacaj njihove primjene sa
aspekta zastite Ccovjekove okoline.

Vrlo interesantan stimulator rasta koji se odnedavno pojavio na trzistu je preparat Ergonfill.
Ono S§to je njegova posebna karakteristika je da je proizveden hidrolitickom razgradnjom
zivotinjskih proteina, te da kao takav u sebi sadrzi veliki broj aminokiselina i drugih aktivnih
supstanci za koje se o¢ekuje da pozitivno uticu na tok fizioloskih procesa u biljci. Da bi taj

efekat bio 1 ostvariv neophodno je da uzgajane biljke usvoje te sastojke i adekvatno ih iskoriste.
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Budu¢i da sa ovim preparatom nije radeno puno istrazivanja koja bi mogla potvrditi ili osporiti
navedenu tezu, ovaj preparat je takode odabran kao objekat rada u sklopu ove doktorske

disertacije.
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4. RADNA HIPOTEZA

Efikasnost primjene odredenog stimulatora rasta na odbrambene mehanizme biljke, osim
od sastava stimulatora, zavisi 1 od genetskog potencijala biljke, odnosno od njene sposobnosti da
iskoristi supstance iz stimulatora rasta za jaanje svojih odbrambenih mehanizama.

Medu stimulatorima rasta, po svojim karakteristikama, posebno se izdvajaju preparati Bio-
algeen S92, Slavol i Ergonfill, prvenstveno iz razloga §to su to preparati novije generacije pa je
njihov uc¢inak na biljku nedovoljno poznat, ali i zbog toga §to su po svom sastavu vrlo specificni.
Bio-algeen S92 je proizvod dobijen ekstrakcijom morskih algi, Slavol je mikrobiolosko dubrivo,
a Ergonfill je preparat nastao kao produkt hidroliticke razgradnje Zivotinjskih proteina.

Shodno karakteristikama Bio-algeena S92, Slavola i1 Ergonfilla za pretpostaviti je da bi
njihova primjena trebala imati pozitivan efekat na podizanje nivoa odbrambenog mehanizma
biljke u uslovima vodnog stresa, te je u skladu s tim postavljena i osnovna hipoteza ovog
istrazivanja, a to je da ¢e presadnice Seri paradajza tretirane stimulatorima rasta imati vecu
tolerantnost prema nedostatku vlage u odnosu na netretirane.

Za ocekivati je da presadnice sa ve¢om adaptilnoS¢u prema susi iskazu i veci potencijal za
ostvarivanjem veceg prinosa i kvaliteta, a navedena hipoteza je testirana u fazi tehnoloske zrelosti
plodova.

Vrlo vazan segment ovog istrazivanja je utvrditi i objasniti povezanost izmedu fizioloSki
aktivnih komponenti sadrzanih u primijenjenim stimulatorima 1 ispitivanih parametara
odbrambenog mehanizma biljke, a hipoteza je da ta povezanost postoji i da je ona vrlo znacajna
sa aspekta povecanja tolerantnosti presadnica Seri paradajza prema nedostatku vode.

Rezultati dobijeni na osnovu testiranja hipoteza bi trebali biti dobar osnov za razumijevanje
ponasanja biljaka u uslovima vodnog stresa, a s tim u vezi i za donoSenje ispravnih zakljuc¢aka o
moguénostima unapredenja proizvodnje ove povrtne kulture koriS¢enjem stimulatora rasta Bio-

algeena S-92, Slavola i Ergonfilla.
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S. MATERIJAL I METODE RADA

5.1. Materijal rada

5.1.1. Stimulatori rasta (Slavol, Bio-algeen S92 i Ergonfill)

U radu su koriS¢eni slijede¢i stimulatori rasta: Slavol (proizvoda¢ Agrounik), Bio-algeen

S92 (proizvodac¢ Shulze i Hermsen GmbH), 1 Ergonfill (proizvoda¢ K-Adriatica).

Slavol

Slavol je te¢no mikrobiolosko dubrivo namijenjeno u prvom redu za organsku i integralnu
poljoprivrednu proizvodnju buduci da njegova primjena ne zagaduje zemljiSte i nema negativnu
refleksiju na okolinu. Ovaj preparat u sebi sadrzi korisne mikroorganizme, odnosno bakterije iz
grupe azotofiksatora i fosfomineralizatora za koje je poznato da poboljSavaju strukturu zemljista 1
doprinose boljem usvajanju hranjiva. Azotofiksatori imaju sposobnost da obavljaju proces
azotofiksacije, tj. da prevode atmosferski azot u oblike pristupacne biljci (Chaukan i sar., 2015),
dok fosfomineralizatori razlaZzu organska jedinjenja fosfora i prevode ih u biljci pristupacan oblik
(Rfaki i sar., 2015). Njihov dodatak u zemljiSte trebao bi doprinijeti boljem usvajanju azota 1
fosfora od strane korijenovog sistema biljke, Sto bi se trebalo pozitivno odraziti i na tok odvijanja
metabolickih procesa u biljci, posebno ako se uzme u obzir Cinjenica da su azot i fosfor
makroelementi i da ih biljka treba u velikim koli¢inama. Osim toga, usljed unosenja (inokulacije)
ovih bakterija u zemljiSte smanjuje se potreba za dodavanjem mineralnih dubriva, ¢ime se daje

nemjerljiv doprinos zastiti okoline i ¢ovjekove sredine (Bhattacharyya i Jha, 2012).

Preparat Slavol osim korisnih mikroorganizama u sebi sadrzi 1 hormon rasta auksin koji
stimulativno djeluje na procesa rasta u biljci (slika 1). Povecanje biljnih ¢elija, posebno ako jer
rije¢ o povecanju ¢elija rizodermisa korijena, podrazumijeva i ve¢u povrsinu korijenovih dlacica,
Sto znaci 1 vecu sposobnost korijenovog sistema biljke da usvaja vodu i u njoj rastvorene hranjive
materije. Veca apsorpcija hranjiva podrazumijeva i ve¢i sadrzaj hranjiva u nadzemnom dijelu
biljke, a s tim u vezi i jaci razvoj biljke u cjelini. Shodno navedenome, primjena Slavola koji u
sebi sadrzi hormon rasta auksin bi se trebala odraziti pozitivno na povecanje apsorpcione

povrsine korijena, a posljedi¢no i na razvoj cijele biljke.
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(preuzeto sa https://www2.mcdaniel.edu/Biology/botf99/hormweb/hauxin.html)

Bio-algeen S92

Bio-algeen S92 je preparat dobijen ekstrakcijom iz morske alge Ascophyllum nodosum (L)
Le Jolis, a smatra se jednim od vrlo efikasnih prirodnih sredstava za stimulaciju razvoja biljaka.

Efikasnost Bio-algeena S92 se u prvom redu moze pripisati specificnom hemijskom
sastavu morskih algi iz kojih je ovaj preparat proizveden. Analiza njihovog hemijskog sastava je
pokazala da ove alge u sebi sadrze Cak devetnaest esencijalnih aminokiselina, te visok i
raznovrstan sadrzaj vitamina i biogenih elemenata (Craigie, 2011). Sadrzaj biogenih elemenata u

preparatu Bioalgeen S92 prikazan je u tabeli 1.

Tabela 1. Sadrzaj biogenih elemenata u preparatu Bio-algeen S92*

voda 96,9%
azot 0,02%
fosfor 0,01%
kalijum 0,1%
kalcijum 0,31%
sumpor 0,08%
natrijum 1,33%
bor 16 mg 1"
zeljezo 6,31 mg 1’
cink 1 mgl’
mangan 0,6 mg 1"
bakar 0,2mg 1"
olovo 0,08 mg 1"
arsen 0,05 mg 1"
nikl 0,04 mg 1"
kadmijum 0,0l mg 1"
hrom 0,01 mg 1"

* Analiza preparata je napravljena na univerzitetu Hoehenheim
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Shodno hemijskom sastavu Bio-algeena S92, kao i spoznaji da su rezultati mnogih
istrazivanja potvrdili pozitivan efekat ekstrakta morskih algi na parametre razvoja biljke (Hafez,
2001; Dobromilska i sar., 2008)., za ocekivati je da se primjena ovog preparata odrazi pozitivno
na parametre odbrambenog mehanizma Seri paradajza u uslovima suSe, ali 1 na njen cjelokupan

razvoj.

Ergonfill

Ergonfill je stimulator rasta Cija je glavna karakteristika visok sadrzaj aminokiselina, a
osnov dobijanja ovog preparata je hidroliticka razgradnja Zivotinjskih proteina. Ovaj preparat u
sebi sadrzi aminokiselinu prolin, koja ima vrlo bitnu ulogu u odbrambenom mehanizmu biljke u
uslovima stresa, te aminokiselinu triptofan koja je prekursor u stvaranju biljnog hormona indol-
sir¢etne kiseline (Bidwell, 1979). Uz aminokiseline, ovaj preparat u sebi sadrzi izvjesne koliCine
azota, te zeljeza 1 magnezijuma koji su neophodni sa aspekta sinteze pigmenta hlorofila 1
omogucavanja normalnog odvijanja procesa fotosinteze.

Detaljan prikaz hemijskog sastava Ergonfilla koji je naveden na etiketi proizvoda je

prikazan u tabeli 2.

Tabela 2. Hemijski sastav preparata Ergonfilla

Hemijski sastav preparata Ergonfill

ugljenik 10,0%

azot 3,4%

magnezij oksid 2,0%

zeljezo 0,2%

molibden 0,003%
aminokiseline 0,3%

glutaminska kis. 18% fenilalanin 3%
prolin 9% alanin 2%
leucin 8% glicin 2%
lizin 7% histidin 2%
asparaginska kis. 6% arginin 2%
valin 5% tirozin 2%
serin 4% metionin 2%
izoleucin 4% triptofan 1%
treonin 3%

vitamin B, 0,2%
vitamin B, 0,1%
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Prema uputstvu proizvodaca (Agrofill, Italija) stimulator rasta Ergonfill se u prvom redu
preporucuje kod uzgoja biljaka koje potencijalno mogu biti izlozene djelovanju stresnih faktora,

ali i u svim drugim uslovima u kojima se zeli potaknuti uspjesniji rast biljaka.

5.1.2. Seri paradajz cv. Sakura F1 (Lycopersicon esculentum Mill. '"'Sakura'')

Seri paradajz Sakura se ubraja u indeterminatne, visoke kultivare Seri paradajza, te je za
njegov uzgoj neophodan naslon. Daje visoki prinos i otporan je na niz oboljenja medu kojima 1
na virusno mozai¢no oboljenje (ToMV), te fuzarijsko venuée (Fusarium oxysporum {f.sp.
lycopersici). Velika prednost ovog kultivara je i visoka tolerancija na nematode, ali i na
temperaturne oscilacije. Stabljika se odlikuje snaznim vegetativnim rastom 1 otvorenim
habitusom s relativno kratkim internodijima, a tokom svog rasta stvara veliki broj zaperaka koje
je u cilju uspjesnijeg razvoja glavnih rodnih grana neophodno uklanjati. Plodovi su jednoli¢ne,
crvene boje, okruglastog oblika, prosjecne mase od 18 do 22 grama, odli¢nog kvaliteta i ¢vrstoce,
te slatkastog i vrlo aromati¢nog okusa (slika 2). Od sadnje do pojave prvih zrelih plodova u
standardnim klimatskim uslovima prode oko 70 dana. Za ovaj kultivar je takode karakteristicno
konstantno i1 ujednaceno dozrijevanje, te je stoga vrlo omiljen kako kod proizvodaca, tako i kod
konzumenata. Ukus ploda takode znatno varira, a istrazivanja kazu da se ovaj sortiment paradajza
odlikuje velikim brojem supstanci korisnim za zdravlje Covjeka, te je stoga na trziStu dosta traZzen
(Lenucci i sar., 2006). Vecina sortimenta Seri paradajza daje plodove u grozdovima, a visina
stabljike im dosta varira, od 10 cm do iznad 1 m.

Zbog navedenih razloga ovaj kultivar Seri paradajza je i odabran kao objekt istrazivanja u

sklopu ove doktorske disertacije.
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Slika 2. Lycopersicon esculentum Mill. "Sakura" (original)

5.2. Postavljanje ogleda

Istrazivanje u kojem je ispitivan uticaj stimulatora rasta Bioalgeena S92, Ergonfilla i
Slavola na moguénost povecanja tolerantnosti presadnica Seri paradajza prema nedostatku vode je
provedeno u kontrolisanim uslovima u stakleniku KJP "PARK" u Sarajevu tokom 2014. i 2015.
godine.

Prva faza istrazivanja odnosila se na proizvodnju presadnica Seri paradajza. U svakoj godini
istrazivanja sjetva deklarisanog sjemena ovog kultivara Seri paradajza (Lycopersicon esculentum
Mill. var. cerasiforme, cv. "Sakura") je provedena pocetkom aprila mjeseca, a obavljena je u
PVC kontejnerima ispunjenim supstratom Klasmann Seedling Substrat, koji su zatim smjeSteni u
odgovaraju¢e komore. Temperatura u komorama je tokom klijanja odrzavana na 30 °C, uz
potpunu zasi¢enost vazduha vlagom S§to je postignuto upotrebom mikrorasprskivaca, a sve sa
ciljem stvaranja optimalnih uslova za klijanje sjemena. Nakon sedam dana, u momentu kad su
isklijale gotovo sve sjemenke, kontejneri su prebaceni u grijane zasti¢ene prostore gdje su bili
izlozeni istovjetnim temperaturnim uslovima kao i u komori, uz redovno prozraCivanje i
odrzavanje vlaznosti supstrata. Nakon Sto su mlade bilj¢ice razvile kotiledonske listove,
temperatura u zaSticenom prostoru je snizena par stepeni (21 °C), s tim da su biljke preko noci

bile izlozene 3 - 4 °C nizoj temperaturi nego tokom dana.
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U momentu razvijanja prva dva prava lista (BBCH - 102), za $to je trebalo oko 20 dana od
momenta sjetve, izvrSeno je pikiranje mladih bilj¢ica iz sjetvenih kontejnera u uzgojne kontejnere
precnika rupa 6 cm ispunjenih supstratom Klasmann Substrat 1. Tri dana nakon pikiranja
izvrSeno je tretiranje mladih bilj¢ica fungicidom Previkurom prvenstveno sa ciljem suzbijanja
patogenih gljivica iz roda Phytium, uzro¢nika polijeganja rasada.

Cetrdeset i pet dana nakon sjetve, kada su mlade bilj¢ice Seri paradajza razvile &etiri do pet
pravih listova (BBCH 10.), izvrSeno je njihovo presadivanje iz uzgojnih kontejnera u saksije
prec¢nika 24 cm, visine 184 mm, a zapremine 4,75 litara. Za punjenje saksija koriS¢en je supstrat
"Park".

Supstrat "Park" je predstavljao mjeSavinu bastenske zemlje i lumbrihumusa u omjeru 3:1,
a proizveden je unutar firme KJP "PARK" u Sarajevu. Da bi se utvrdila podobnost koris¢enog
supstrata za uzgoj Seri paradajza i dala odgovarajuca preporuka dubrenja, prije provodenja ovog
dijela eksperimenta napravljena je hemijska analiza supstrata u okviru koje su ispitani sljedeci
parametri: kiselost zemljista u H,O i 1M KCl, sadrzaj humusa, te sadrzaj lako pristupacnih oblika
fosfora i kalijuma. Kiselost zemljista je odredena pH metrom (ISO 10390, 2005), sadrzaj humusa
dihromatnom metodom (ISO 14235, 1998), a sadrzaj lakopristupacnih oblika kalijuma i fosfora
tzv. AL - metodom (Egner i sar., 1960).

Hemijska analiza supstrata "Park" radena je u laboratoriji Poljoprivredno-prehrambenog

fakulteta u Sarajevu, a rezultati provedene analize prikazani su u tabeli 3.

Tabela 3. Hemijske karakteristike supstrata ,,Park*

Supstrat pH pH humus P,05 K,0
H,0 KCl % mg 100 g’ mg100 g’
"Park" 7,30 6,50 15,28 54,95 78,40

Prilikom presadivanja mladih biljaka iz uzgojnih kontejnera u saksije izdvojene su sve
nerazvijene presadnice ili presadnice koje su se svojim habitusom znacajnije razlikovale, a sa
ciljem dobijanja §to uniformnijeg materijala za provodenje ogleda.

Ovako pripremljen materijal je koriS¢en za provodenje druge faze istrazivanja, a ona je
podrazumijevala postavljanje ogleda u okviru kojeg su presadnice Seri paradajza tretirane

odgovaraju¢im stimulatorima rasta (slika 3).
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Ogled je postavljen po metodi slucajnog bloknog rasporeda, sa Cetiri varijante tretiranja u
tri ponavljanja. Svaka varijanta obuhvatala je Cetrdeset biljaka, Sto znaci da je ovim ogledom bilo

obuhvaceno ukupno 480 biljki.

Slika 3. Postavljanje ogleda (original)

Varijante tretiranja stimulatorima rasta su bile sljedece:

1 varijanta: primjena Bio-algeena S92 u konc. 0,2% (2 ml u 1 1 vode),

- 2. varijanta: primjena Slavola u konc. 1% (10 ml u 1 1 vode),

- 3. varijanta: primjena Ergonfilla u konc. 0,1% (1 ml u 11 vode),

- 4 . varijanta: netretirana varijanta.

Sva tretiranja su izvrSena u skladu sa uputstvom proizvodaca stimulatora rasta, s tim da je
prvo tretiranje izvrSeno odmah nakon presadivanja (BBCH - 10.), a drugo petnaest dana poslije
(BBCH - 20.). Stimulatori rasta Bio-algeen S92 i Ergonfill su primijenjeni folijarnim putem uz

koris¢enje rucne prskalice (slika 4), pri cemu je za svaku varijantu koja je sadrzavala 40 biljaka
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utroSeno 2 1 rastvora po tretmanu (50 ml po biljci). Tretiranje Slavolom je obavljeno preko

zemlji$ta zalijevanjem, pri ¢emu je za svaku biljku utroSeno takode 50 ml.

Slika 4. Tretman presadnica Seri paradajza sa stimulatorima rasta (original)

Pet dana nakon drugog tretiranja izvrSen je drugi dio ogleda u kojem je unutar svake
varijante polovina presadnica (20 biljaka) bila izlozena uslovima vodnog stresa (nezalijevanju), a
druga polovina (takode 20 biljaka) nije tj. ona je redovno zalijevana (kontrola). Razlog odabira
ovog momenta za zapocinjanje drugog dijela ogleda je bio taj Sto je prethodni period (razmak od
prvog tretmana stimulatorom rasta do momenta provodenja ovog dijela ogleda) bio optimalan sa
aspekta usvajanja aktivnih suspstanci iz koriS¢enih preparata, te njihovog ukljucivanja u
metabolicke procese u biljci.

Izlaganje dijela presadnica uslovima vodnog stresa je trajalo sve do momenta dok se na
prvim presadnicama nisu pojavili vizualno uocljivi efekti suse u vidu padajuce forme listova. Taj
momenat je uslijedio drugi dan po prestanku zalijevanja presadnica Seri paradajza.

U narednih pet dana uzimani su uzorci listova biljke potrebni za ispitivanje parametara
odbrambenog mehanizma biljke na suSu. Pri tome su uzimani samo potpuno razvijeni, fizioloski
aktivni i neoSteceni listovi sa srediSnjeg dijela prve plodne grane (neposredno ispod prvih
otvorenih cvjetova). Listovi namijenjeni za ispitivanje enzimske aktivnosti (dva lista po biljci) su

odmah po branju smrznuti u te€nom azotu, zatim su stavljeni u odgovarajucu plasti¢nu vrecicu, te

40



u frizider. Nakon tako izvrSenog uzorkovanja, listovi su dopremljeni u laboratoriju gdje se

pristupilo ispitivanju odgovarajucih parametara odbrambenog mehanizma biljke u uslovima suse.

Su:

FizioloSki parametri odbrambenog mehanizma biljke obuhvaceni ovim istrazivanjem bili

- vodni potencijal biljnog tkiva,

- sadrzaj osmotski aktivne materije prolina,

- sadrzaj fotosintetskih pigmenata: hlorofila a, hlorofila b 1 karotenoida,
- povrsina listova,

- sadrzaj ukupnih fenola 1 flavonoida,

- ukupni antioksidacijski kapacitet,

- sadrzaj ukupnih proteina,

- te aktivnost enzimskih antioksidansa: superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT),

gvajakol (GPX), pirogalol (PPX) i askorbat peroksidaze (APX) u listovima presadnica Seri
paradajza.

Za odredivanje vodnog potencijala, sadrzaja prolina, sadrzaja fotosintetskih pigmenata u

listovima, te povrSine listova kori§éeni su svjezi listovi, za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola,

flavonoida 1 ukupnog antioksidacijskog kapaciteta listovi prethodno osuSeni u suSioniku na

temperaturi 40 °C, a za odredivanje sadrzaja ukupnih proteina i aktivnosti enzima koris¢eni su

smrznuti listovi.

Uzorkovanje listova je izvrSeno na polovini biljaka unutar svake grupacije od 20 biljaka i

iste viSe nisu predstavljale materijal ogleda, dok je druga polovina biljaka (10 biljaka) nesmetano

uzgajana sve do momenta tehnoloske zrelosti plodova (BBCH - 809), Sto znaci da su na tim

biljkama, nezavisno od eventualnih prethodnih tretmana stimulatorom rasta ili izloZenosti stresu,

sve agrotehnicke mjere neophodne za uspjeSan razvoj Seri paradajza (zalijevanje, dubrenje,

pinciranje i zastita..) bile na jednaki nacin provodene. Sema eksperimenta je prikazana na slici 5.

41



BIO-ALGEEN 592 SLAVOL ERGOMNFILL MNETRETIRANO
40 biljaka 40 biljaka 40 biljaka 40 biljaka
ZALUEVANIE (kontrola) STRES
20 biljaka 20 hiljaka
LISTOVI PLODOVI LISTOVI PLODOVI
10 biljaka 10 biljaka 10 biljaka 10 biljaka

Slika 5. Sema eksperimenta (original)

Za ocekivati je bilo da presadnice sa vecom adaptilnoS¢u prema susi iskazu i veéi potencijal
za ostvarivanjem veceg prinosa i kvaliteta, a navedena teza je testirana u fazi tehnoloske zrelosti
plodova (BBCH - 809). Pri uzorkovanju, plodovi Seri paradajza su uzimani sa prve cvjetne grane,
nakon berbe su stavljani u odgovarajuce plasticne kutijice pri cemu je svaka kutijica posebno
predstavljala prosjecni uzorak plodova jedne varijante, te su zatim transportovani do laboratorije,
gdje su ispitani sljede¢i parametri: sadrzaj rastvorljive suve materije i ukupnih kiselina, sadrzaj
vitamina C, sadrzaj likopena, rutina, naringenina, hlorogenske i1 kafeinske kiseline, sadrzaj
ukupnih fenola i flavonoida, te vrijednost ukupnog antiksidacijskog kapaciteta u plodovima Seri
paradajza. Za odredivanje ukupnih fenola, flavonoida i antioksidacijskog kapaciteta plodovi su

prethodno osuseni u susioniku na 40 °C.
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5.3. Metode rada

Metode rada koris¢ene u terenskim istrazivanjima bile su sljedece:

- postavljanje ogleda,

- tretman presadnica Seri paradajza sa ispitivanim stimulatorima rasta,

- uzorkovanje listova i plodova Seri paradajza za analizu.

Metode rada koriStene u laboratorijskim istrazivanjima bile su sljedece:

- za odredivanje vodnog potencijala biljnog tkiva koriS¢ena je tzv. metoda na osnovu
promjene koncentracije rastvora u kom se nalazilo biljno tkivo (Lisjak i sar., 2009),

- za odredivanje sadrZaja prolina u listovima koriS$¢ena je ninhidrinska metoda (Bates i
sar., 1973),

- ekstrakcija pigmenata iz svjezih listova Seri paradajza obavljena je pomocu acetona, a
determinacija fotosintetskih pigmenata; hlorofila a, hlorofila » 1 ukupnih karotenoida
spektrofotometrijskom metodom uz primjenu odgovarajucih jednacina (Wettstein, 1957),

- odredivanje povrsine listova obavljeno je metodom konture lista na papiru (Oljaca i
sar., 2012),

- ekstrakcija i odredivanje koncentracije proteina u biljnom materijalu je obavljeno
prema Bradfordovoj metodi (Bradford, 1976),

- aktivnost pirogalol peroksidaze je odredena spektrofotometrijski prema metodi Nakane
i Asade (1981),

- aktivnost gvajakol peroksidaze je odredena spektrofotometrijskom metodom prema
metodi Chance 1 Maehly (1955),

- odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze je obavljeno spektrofotometrijskom
metodom prema metodi Nakane 1 Asade (1981),

- aktivnost katalaze je odredena spektrofotometrijskom metodom po Aebi-u (1984),

- aktivnost superoksid dismutaze je odredena spektrofotometrijskom metodom (McCord
i Fridrovich, 1969),

- sadrzaj ukupnih fenola u biljnom materijalu je odreden spektrofotometrijskom
metodom koja se temelji na kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteae reagensom (Ough i

Amerine, 1988),
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- sadrzaj ukupnih flavonoida u biljnom materijalu je odreden spektrofotometrijskom
metodom koja se temelji na kolornoj rekciji flavonoida s AlCls (Zhishen i sar., 1999),

- ukupni antioksidacijski kapacitet u biljnom materijalu odreden je FRAP metodom -
ferric reducing/antioxidant power method (Benzie i Strain, 1996),

- sadrzaj rastvorljive suve materije u plodovima Seri paradajza odreden je
refraktometrijskom metodom (/SO, 2003),

- za odredivanje ukupne kiselosti u plodovima Seri paradajza koriS¢ena je titracijska
metoda s rastvorom NaOH, uz fenoftalein kao indikator (40A4C,2000),

- za odredivanje vitamina C (L-askorbinske kiseline) koriS¢ena je titrimetrijska metoda s
2,6-p-dihlorfenolindofenolom (40AC, 2006),

- sadrzaj likopena u ispitivanim uzorcima je odreden spektrofotometrijskom metodom uz
koristenje heksana kao ekstrakcionog sredstva (Davis i sar., 2003),

- ekstrakcija fenolnih komponenti iz plodova Seri paradajza za HPLC analizu je
obavljena prema metodi Escarpe i Gonzalesa (2000) uz koriS¢enje smjese rastvaraca (metanol
+ 3% metanska kiselina + 1% m / v 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol / BHT),

- identifikacija i kvantifikacija hlorogenske i1 kafeinske kiseline, te rutina i naringenina u
ekstraktima obavljena je primjenom te¢ne hromatografije visoke efikasnosti uz koriS¢enje

Thermo Scientific Finnigan Surveyor HPLC-DAD sistema.

5.3.1. Odredivanje vodnog potencijala biljnog tkiva (\V')

Vodni potencijal biljnog tkiva (W) predstavlja razliku izmedu hemijskog potencijala vode u
biljnom tkivu i hemijskog potencijala ¢iste vode. Budu¢i da je hemijski potencijal ¢iste vode pri
standardnim uslovima (atmosferskom pritisku od 101 kPa i temperaturi od 298 K) po konvenciji
dogovorno jednak nuli, vodni potencijal bilo kakvog rastvora ¢e uvijek imati negativnu
vrijednost. Sa aspekta uzgoja biljaka, vrijednost vodnog potencijala je vrlo znacajna jer ukazuje
na vodni status biljke, odnosno na stepen vodnog stresa kojem je biljka izlozena. Negativnija
vrijednost vodnog potencijala jednog sistema (biljnog tkiva) ukazuje istodobno i na visi stepen
dehidratacije, odnosno izloZenosti biljke vodnom stresu.

U ovom istrazivanju vodni potencijal u listovima presadnica Seri paradajza je odreden na

osnovu ispitivanja promjene koncentracije rastvora (% rastvorljive suve materije) u kojem je
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odredeno vrijeme stajalo biljno tkivo (Lisjak i sar., 2009). Zavisno od vodnog potencijala biljnog
tkiva, rastvor ili prima vodu iz biljnog tkiva (smanjuje se koncentracija rastvora) ili dio vode iz
rastvora ulazi u biljno tkivo (povecava se koncentracija rastvora). Ako se koncentracija rastvora
ne mijenja, to znaci da je neto-kretanje vode u tkivo i iz tkiva jednako nuli, odnosno da je vodni
potencijal takvog rastvora jednak vodnom potencijalu biljnog tkiva. Vodni potencijal rastvora
izvan bioloskog sistema (npr. rastvor Secera u vodi) je proporcionalan osmotskom potencijalu (jer
turgora nema), iz ¢ega proizlazi da vrijednost osmotskog potencijala odreduje vrijednost vodnog
potencijala.

Formula za izracunavanje osmotskog potencijala je sljedeca:

Yo=-cxRxTxi

Yn - osmotski potencijal (Pa)

¢ - koncentracija izotoni¢nog rastvora (mol dm™)

R - gasna konstanta (8,314 J K™ mol™)

T - apsolutna temperatura (K) sredine u kojoj se izvodi eksperiment (273 + °C)

i - Hoff-ov izotoni¢ni koeficijent (za neelektrolite = 1, za elektrolite > 1, za NaCl i KCl = 1.5)

Postupak odredivanja vodnog potencijala u biljnom materijalu je bio sljedeci:

- Od osnovnog 1M rastvora saharoze razblazivanjem je napravljena serija rastvora
saharoze od 1 do 0.1 M.

- Te€nost iz svake ¢ase poznatog rastvora je raspodijeljena na dva jednaka dijela (2 x 5 ml).
Jedna serija epruveta sa rastvorima saharoze poznate koncentracije je stavljena u jedan stalak, a
druga serija u drugi.

- U jedan niz rastvora su potopljeni komadi¢i biljnog tkiva (svjezi listovi Seri paradajza sa
vr$nog dijela biljke, podjednakog broja i veli¢ine), a u drugom nizu rastvora (bez biljnog tkiva) je
pomocu refraktometra odreden refrakcijski index tj. % rastvorljive suve materije.

- Nakon 30 minuta, u seriji rastvora gdje je bilo potopljeno biljno tkivo je takode pomocu
refraktometra odreden % rastvorljive suve materije.

- Vrijednosti % rastvorljive suve materije su zatim uporedene u jednoj i drugoj seriji
rastvora 1 tamo gdje nije doSlo do promjene koncentracije smatra se da je biljni materijal
(komadi¢i listova Seri paradajza) bio u izotoni¢nom rastvoru, odnosno da je koncentracija u
biljnom materijalu jednaka koncentraciji rastvora saharoze u kojem su listovi Seri paradajza bili

potopljeni. U slucajevima gdje se ta vrijednost nalazila izmedu dvije koncentracije rastvora
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saharoze, onda je traZzena koncentracija u biljnom materijalu izracunata interpolacijom uz pomo¢
kalibracijskog dijagrama: na osu apcisu koordinativnog sistema je naneSena koncentracija
saharoze (0,1 M - 10 M), a na osu ordinatu % rastvorljive suve materije rastvora. UnoSenjem
podataka za rastvore bez biljnog materijala i povezivanjem dobijenih ta¢aka dobijen je pravac 1,
a unoSenjem podataka za rastvore sa biljnim materijalom i povezivanjem dobijenih tacaka
dobijen je pravac 2. Iz sjeciSta ovih dvaju pravaca je spuStanjem okomice na apcisu ocitana
koncentracija izotoni¢nog rastvora koja je analogna koncentraciji rastvora sa biljnim materijalom.

- Na osnovu podatka o koncentraciji rastvorenih materija u listovima Seri paradajza,
vrijednost osmotskog potencijala je izraCunata preko prethodno navedene formule

(Pn=-cxRxTxi)

5.3.2. Odredivanje sadrzaja prolina u listovima

Odredivanje prolina u listovima Seri paradajza je obavljeno spektrofotometrijskom
metodom koja se temelji na kolornoj reakciji ninhidrina sa ekstrahovanim prolinom pri ¢emu
nastaje crvenkasto obojenje (Bates i sar., 1973). Intenzitet obojenja je proporcionalan
koncentraciji prolina u uzorku, a mjeri se spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 520 nm.

Postupak odredivanja prolina u ispitivanom biljnom materijalu je bio sljedeci:

- 0,5 g biljnog materijala je homogenizovano sa 10 ml 3% sulfosalicilne kiseline, te je
sadrzaj profiltiriran kroz filter papir (Whatman 2) u plasti¢nu epruvetu.

- 2 ml filtrata je otpipetirano u novu epruvetu, te je dodano 2 ml ninhidrin reagensa i 2 ml
ledene sirCetne kiseline (ninhidrin reagens je pripremljen na nacin da je 2.5 g ninhidrina
rastvoreno u 60 ml ledene sir¢etne kiseline 1 40 ml 6 M H3;POy).

- Epruvete su zatim zatvorene i stavljene na inkubaciju u vodeno kupatilo sat vremena na
temperaturu 100 °C, a nakon toga je reakcija prekinuta prebacivanjem epruveta u led.

- Reakcijskoj smjesi u epruveti je zatim dodano 4 ml toluena, te je izvrSeno vorteksiranje u
trajanju od 15 do 20 sekundi. U gornjem sloju reakcione smjese odvojio se toluenski sloj sa
ekstrahovanim prolinom koji je crvenkaste boje.

- Nakon prilagodbe epruveta sobnoj temperaturi pomocu mikropipete je navedeni gornji
sloj smjese prebacen u kivetu te mu je na spektrofotometru ocitana apsorbanca na talasnoj duzini

od 520 nm. Slijepa proba kod ocitanja je bio Cisti toluen.
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- Paralelno sa uzorcima napravljena je 1 serija standarda za prolin (od 0 do 5 pg ml'l), te je
sa svakim standardom ponovljen istovjetni postupak kao i sa uzorcima.

- SadrZaj prolina u uzorcima izracunat je iz jednacine standardne krive za prolin, a zatim su
dobijene vrijednosti za sadrzaj prolina u uzorcima preracunate na svjezu materiju lista uzevsi u

obzir faktor razrijedenja i masu lista uzetog za analizu (ug g svjezeg lista).

5.3.3. Odredivanje sadrzaja fotosintetskih pigmenata u listovima

Ekstrakcija fotosintetskih pigmenata iz svjezih listova Seri paradajza je obavljena metodom
po Wettsteinu (Wettstein, 1957) na sljedeci nacin:

- Na analiti¢koj vagi izvagano je 200 mg svjeze materije lista, sadrzaj je prebacen u tarionik
1 izvrSena je homogenizacija i maceracija tu¢kom uz dodatak male koli¢ine kvarcnog pijeska i 5-
10 ml 80% acetona. Postupak maceracije je izvoden brzo, u zamracenim uslovima, zbog
fotosenzibilnosti pigmenata.

- Nakon par minuta (kada je biljni materijal postao izbijeljen) ekstrakt je filtriran u
odmyjerne tikvice od 25 ml uz pomo¢ grubog filter papira, te su iste zatim nadopunjene acetonom
do oznake.

- SadrZzaj svake tikvice je promuckan, a zatim im je na spektrofotometru o€itana apsorbanca
na talasnim duzinama od 662, 644 1 440 nm. Dobijene vrijednosti su zatim uvrStene u jednacine
na osnovu kojih su izracunate vrijednosti koncentracije pigmenata u ispitivanim uzorcima (mg
ml™). Prije o¢itanja je izvr$eno nuliranje spektofotometra uz pomoé slijepe probe (80% aceton).

- Jednacine koriS¢ene za odredivanje koncentracije pigmenata u ispitivanim uzorcima (po
Holmu i Wettsteinu) bile su sljedece:

c hlorofil a = 9.784 % Agez - 0.990 x Agas
c hlorofil b =21.426 x Agss - 4.650 x Agen
¢ karotenoidi = 4.695 x A449 - 0.268 % (c hlorofil @ + ¢ hlorofil )

¢ - koncentracija (mg ml™)

A - apsorbanca pri odgovarajucoj talasnoj duzini

- Dobijeni podaci su zatim preradunati po jedinici lisne mase (mg g’ svjezeg lista)

uzimajuci u obzir faktor razrijedenja i masu lista uzetog za analizu.
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5.3.4. Odredivanje povrsine listova

Povrsina listova Seri paradajza u ovom istraZzivanju odredena je metodom konture lista na
papiru (Oljaca i sar., 2012). Ova metoda je vrlo jednostavna, a zasniva se na iscrtavanju konture
listova Seri paradajza na papiru poznate povrsine i mase, te poredenju tih vrijednosti sa masom 1
povrsinom konture ispitivanog lista. U sklopu istrazivanja testirane su 1 druge metode
odredivanja povrsine listova: planimetrijska metoda i metoda izraCunavanja povrSine listova na
milimetarskom papiru, a dobijeni rezultati nisu znacajno odstupali od vrijednosti dobijenih
koris¢enjem prve navedene metode.

Postupak mjerenja povrSine lista metodom konture lista na papiru je bio sljedeci:

- Iz papira A4 formata, pomo¢u makaza izrezan je kvadrat dimenzija 10 cm x 10 cm i
izmjerena je njegova masa na analitickoj vagi.

- Na izvagani komad papira stavljen je list Seri paradajza, te su olovkom iscrtane konture
lista koje su zatim izrezane 1 izvagane na analitickoj vagi.

- Iz poznatih pokazatelja; mase kvadrata (m), mase konture lista (m;) i poznate povrSine
kvadrata (P), povrsina lista (P,) je izracunata prema sljedecoj proporciji:

: . m; - P
P1 (povrsina lista) = —

- PovrSina listova izrazena je u cm’.
5.3.5. Ekstrakcija i odredivanje ukupnih proteina u listovima

Postupak ekstrakcije proteina iz svjezih listova Seri paradajza izveden je na sljedeci nacin:

- Svjeze biljno tkivo (0,5 g) je usitnjeno u tarioniku do praskaste konzistencije pomocu
te¢nog azota uz dodatak 0,015 g polivinilpolipirolidina (PVPP).

- Iz usitnjenog tkiva proteini su ekstrahovani dodatkom 1,5 ml ekstrakcionog kalijum
fosfatnog pufera uz lagano mijeSanje u trajanju od 10 minuta na ledu. Ekstrakcioni pufer
predstavljao je smjesu 50 mM KH,PO4, 50 mM K,;HPO4, 1 mM EDTA (etilen diamin tetra
sir¢etna kiselina) i 1 mM DDT (ditiotreitol), pH 7.0) a pripremljen je tako da je u odgovarajucu
zapreminu (100 ml) smjese rastvora 50 mM KH,PO4, 50 mM K,HPO4 podeSene na pH 7,
dodano 1 mM EDTA, odnosno 1 mM DTT-a u prahu shodno zapremini pripremljenog pufera.
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EDTA je dodana kako bi se izdvojili metali iz reakcione smjese, a DTT da djeluje kao agens za
razaranje disulfidnih veza izmedu polipeptdinih lanaca, ¢ime se pospjesuje ekstrakcija proteina).

- Homogenati su zatim prebaceni u reakcione posude (Eppendorf mikro tube 2 ml), te je
izvrSeno centrifugiranje u trajanju 10 min. na 10 000 rpm 1 4 °C.

- Dobijeni supernatanti su prebaceni u nove reakcione posude, te su ¢uvani u zamrzivacu
(-20 °C) do momenta analize.

Odredivanje koncentracije ukupnih proteina u dobijenim supernatantima obavljeno je
metodom po Bradfordu koja se temelji na kolornoj reakciji proteina sa reagensom (radni rastvor
Bradfordovog reagensa ¢iji je osnovni sastojak boja Coomassie Brilliant Blue CBB G-250).
Navedena boja veze se na proteine hidrofobnim interakcijama i jonskim vezama usljed Cega
dolazi do vidljive promjene boje reagensa iz crvenkasto-smede (kada nema proteina) u plavu
(kompleks protein - boja), a intenzitet nastalog obojenja se mjeri spektrofotometrom ili
mikroplate readerom na talasnoj duzini 595 nm. Kako je vezanje boje na protein relativno brz
proces (oko 2 minute), a sam kompleks boja-protein stabilan najmanje jedan sat, metoda se

smatra brzom i jednostavnom, te je stoga u Sirokoj upotrebi (Bradford, 1976).

Odredivanje koncentracije ukupnih proteina u dobijenim ekstraktima proteina iz svjezih
listova Seri paradajza je radeno na spektrofotometru i microplate readeru.

Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije proteina je izvedeno na sljedeci nacin:

- u reakcionu posudu je dodano 100 pl uzorka, tj. standarda, tj. pufera kao slijepe probe i 3
ml Bradford-ovog reagensa (priprema Bradfordovog reagensa je navedena u tabeli 4),

- sadrzaj u reakcionim posudama je izmijesan uz koristenje vorteksa,

- nakon deset minuta stajanja ispitivane smjese su prebacene u kivete te im je odredena
apsorbanca na 595 nm. Kao standard za odredivanje proteina koriS¢en je albumin govedeg
seruma (bovine serum albumin, BSA) seta razrijedenja 0.1 - 1 mg ml™; a razrijedenje je radeno

ekstrakcionim puferom.

Odredivanje koncentracije proteina na microplate readeru je izvedeno na sljede¢i nacin:
- u udubljenja na plocici je dodano 5 ul uzorka, tj.standarda, tj. pufera kao slijepe probe i
200 pl Bradford-ovog reagensa, te je nakon par minuta reakcionim smjesama ocitana apsorbanca

na 595 nm.
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- Na temelju ocitanih vrijednosti apsorbance za seriju standardnih rastvora gdje je
koncentracija proteina poznata, napravljena je kalibraciona kriva koja je posluzila za

izratunavanje sadrZaja ukupnih proteina u uzorcima (mg ml™).

Tabela 4. Prikaz pripreme Bradford-ovog reagensa

CBB G-250 (boja) 100 mg
95 % etanol 50 ml
H3PO4 100 ml
vode do 200 ml

Boja je rastvorena u etanolu, te je dodana kiselina i voda do kona¢ne zapremine 200 ml (rastvor 1).
Rastvor 1 je sluzio za pripremu Bradfordovog reagensa na nacin da je 100 ml tog rastvora
razrijedeno vodom do zapremine 500 ml. SadrZaj je profiltriran pri ¢emu filter papir nije dodirivan
prstima. Ovako pripremljen rastvor je stabilan 2-3 sedmice ukoliko je uskladiSten na sobnoj
temperaturi.

5.3.6. Odredivanje aktivnosti pirogalol, gvajakol i askorbat peroksidaze

Za spektrofotometrijsko odredivanje enzimske aktivnosti pirogalol, gvajakol i askorbat

peroksidaze koriSc¢eni su ve¢ postojeci ekstrakti u kojima je odredena koncentracija proteina.

Odredivanje aktivnosti pirogalol peroksidaze (PPX).

Aktivnost pirogalol peroksidaze (PPX) odredena je spektrofotometrijski prema metodi
opisanoj od strane Nakana i Asade (1981). Postupak je proveden na nacin da je u reakcionu
posudu (kvarcnu kivetu) neposredno prije mjerenja dodano 50 ul ekstrakta (uzorka), 900 pl 50
mM kalijum-fosfatnog pufera pH vrijednosti 6,42 ul 1M pirogalola i 8§ pul 1M H,0, (ukupni
volumen 1 ml). Priprema reagensa je prikazana u tabeli 5. Kao slijepa proba koriS¢ena je
identi¢na reakciona smjesa osim §to je umjesto 50 pl ekstrakta koris¢eno 50 ul pufera koriStenog
za ekstrakciju proteina.

Mjerenje aktivnosti PPX je provedeno svakih 15 sekundi tokom 5 minuta na 420 nm, a

izraCunata je prema sljede¢im jednacinama:

: AAs.v.-4-Vrs. - F.R.
Vuz-g-1

PPX (umol min™ ml™)
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_ AApmol min” ml”

PPX (umol min" mg™)

 mg(proteina) - ml’

PPX - aktivnost pirogalol peroksidaze

AAs.v. - srednja vrijednost promjene apsorbance pri 420 nm u 15 sekundi
4 — faktor korekcije za izraZavanje rezultata u minuti

Vr.s. - zapremina reakcione smjese (1 ml)

F.R. - faktor razrijedenja (1)

Vuz - zapremina uzorka (50 pl)

& - molarni ekstincijski koeficijent £=2,47 mM ' cm™*

1 - duZina opti¢kog puta (1 cm)

Aktivnost pirogalol peroksidaze PPX je izraZzena kao koli¢ina nastalih produkta u

mikromolima po minuti po mg proteina.

Tabela S. Prikaz pripreme reagensa za odredivanje aktivnosti PPX

50 mM rastvor kalijum fosfatnog pufera je pripremljen na sljede¢i nacin: Odvagano je 0,435 g
K,;HPO,4 u odmjernu posudu i dopunjeno sa destilovanom vodom do 50 ml, te uporedno u drugu
posudu odvagano je 0,34 g KH,PO, i dopunjeno sa destilovanom vodom takode do 50 ml. Ova
dva rastvora su zatim pomijeSana do postizanja pH vrijednosti 6. Dobijeni pufer je ¢uvan do
momenta upotrebe na sobnoj temperaturi.

1,5 ml 1M rastvora pirogalola je pripremljeno tako da je u Eppendorf tubicu odvagano 0,189165
g pirogalola i dopunjeno sa puferom ili destilovanom vodom do oznake 1,5 ml. Ovaj rastvor je
uvijek koriS¢en svjez, a do momenta upotrebe ¢uvan je u ledu

1 ml 1M H,0, je pripremljen na nacin da je u Eppendorf tubicu otpipetirano 0,103 ml 30% H,O,
i dopunjeno sa puferom ili destilovanom vodom do oznake 1 ml. Ovaj rastvor je uvijek koris¢en
svjez, a do momenta upotrebe Cuvan je u ledu

Odredivanje aktivnosti gvajakol peroksidaze (GPX)

Odredivanje aktivnosti gvajakol peroksidaze (GPX) je obavljeno spektrofotometrijski
prema metodi opisanoj od strane Chance 1 Maehly (1955). Postupak je proveden na nacin da je u
reakcionu posudu (kivetu) neposredno pred mjerenje dodano 100 pl ekstrakta (uzorka) 1 900 pl
reakcione smjese (50 mM kalijum-fosfatni pufer, 5 mM H,0,, 18 mM gvajakol, pH vrijednosti
7) pri cemu gvajakol u prisutnosti enzima GPX i vodonik peroksida prelazi u zuto obojeni
tetragvajakol.

Mjerenje aktivnosti GPX je provedeno svakih 15 sekundi tokom 3 minute na 470 nm, a

izraCunata je prema sljede¢im jednacinama:
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AAs.v. -4 -Vrs. - F.R. C el
GPX = (umol min™ ml™)
Vuz-e-1

AApmol min™ ml™

GPX = (pmol min™! mg'l)

mg(proteina) - ml”’

GPX - aktivnost gvajakol peroksidaze

AAs.v. - srednja vrijednost promjene apsorbance pri 470 nm u 15 sekundi
4 - faktor korekcije za izrazavanje rezultata u minuti

Vr.s. - zapremina reakcione smjese (1 ml)

F.R. - faktor razrijedenja (1)

Vuz - zapremina uzorka (100 pl)

& - ekstincijski koeficijent £26.6 mM ' cm™'

1 - duZina opti¢kog puta (1 cm)

Aktivnost gvajakol peroksidaze GPX je izrazena u pumol nastalih produkta (tetragvajakol)

po minuti po mg proteina.

Odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze (APX)

Aktivnost askorbat peroksidaze (APX) je sprovedena spektrofotometrijski prema metodi
opisanoj od strane Nakana i Asade (1981).

Prije pocetka izvodenja metode pripremljeni su sljede¢i reagensi: 50 mM kalijum-fosfatni
pufer pH 7, 12 mM H,0,, 10 mM askorbinske kiseline, 10 mM EDTA 1 pufer A sastavljen od
100 ml 50 mM kalijum-fosfatnog pufera pH 7 i 1 ml 10 mM EDTA. Kao reakciona smjesa za
odredivanje APX koriS¢ena je smjesa sastavljena od 800 ul pufera A, 10 pl 10 mM askorbinske
kiseline, 10 pul 12 mM H,0, u koju je zatim dodano 180 pl ekstrakta, a kao slijepa proba
koriS¢ena je ista smjesa s tim da je umjesto 180 pl ekstrakta uzeto 180 pl pufera koris¢enog za
ekstrakciju proteina.

Mjerenje aktivnosti APX je provedeno svakih 10 sekundi tokom tri minute na 290 nm, a

izraCunata je prema sljede¢im jednacinama:

APX = AAs.v.-6-Vrs. - F.R. L min ml™
= — (umol min™ ml™)

52



AApmol min™” ml™! I
mg(proteina) - ml” (ol min™ mg”)

APX =

APX - aktivnost askorbat peroksidaze

AAs.v. - srednja vrijednost promjene apsorbance pri 290 nm u 10 sekundi
6 - faktor korekcije za izrazavanje rezultata u minuti

Vr.s. - zapremina reakcione smjese (1 ml)

F.R. - faktor razrijedenja (1)

Vuz - zapremina uzorka (180 pl)

& - molarni ekstincijski koeficijent £&=2,8 mM ' cm

1 - duZina opti¢kog puta (1 cm)

Aktivnost askorbat peroksidaze APX je izrazena u pmol nastalih produkta po minuti po mg

proteina.

5.3.7. Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT)

Za spektrofotometrijsko odredivanje enzimske aktivnosti katalaze koriS¢eni su vec
postojeci ekstrakti u kojima je odredena koncentracija proteina.

Aktivnost enzima katalaze (CAT) obavljena je prema metodi Aebi-a (1984) koja se temelji
na spektrofotometrijskom pracenju razgradnje H,O, na 240 nm.

Postupak je izveden na nacin da je u reakcionu posudu (kvarcu kivetu) neposredno pred
mjerenje izmjeSano 950 pl reakcione smjese 1 50 pl ekstrakta. Reakciona smjesa je bila saCinjena
od 50 mM kalijum-fosfatnog pufera i 10 mM H,0O,. 50 mM rastvor kalijum-fosfatnog pufera je
pripremljen na nacin da je u jednoj odmjernoj posudi napravljen rastvor 50 mM K,HPO4
(odvagano je 0,435 g K;HPOy4 1 dopunjeno sa destilovanom vodom do 50 ml), a u drugoj rastvor
50 mM K,HPO, (odvagano 0,34 g KH,PO, i dopunjeno sa destilovanom vodom takode do 50
ml), a zatim su ova dva rastvora pomijeSana do postizanja pH vrijednosti 7. Dobijeni pufer je do
momenta upotrebe ¢uvan na sobnoj temperaturi.

Mjerenje aktivnosti CAT je provedeno mjerenjem pada apsorbance na talasnoj duzini od

240 nm svakih 10 sekundi tokom dvije minute, a izraCunata je prema sljede¢im jednacinama:
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AAs.v.-6-Vrs. - F.R. C ol
CAT = (umol min™ ml™)
Vuz-¢-1

AApmol min™' ml™

CAT = (umol min" mg™)

mg(proteina) - ml”

CAT - aktivnost katalaze

AAs.v. - srednja vrijednost promjene apsorbance pri 240 nm u 10 sekundi
6 - faktor korekcije za izrazavanje rezultata u minuti

Vr.s. - zapremina reakcione smjese (1 ml)

F.R. - faktor razrijedenja (1)

Vuz - zapremina uzorka (50 pl)

& - ekstincijski koeficijent £ =40 mM ' cm’

1 - duzina optickog puta (1 cm)

Aktivnost katalaze CAT je izrazena u pmol min™ mg™ proteina.

5.3.8. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Za spektrofotometrijsko odredivanje enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)
kori$¢eni su ve¢ postojeci ekstrakti u kojima je odredena koncentracija proteina.

Aktivnost enzima superoksid dismutaze (SOD) je odredena prema metodi opisanoj od
strane McCorda i Fridrovicha (1969) u sistemu citohrom c/ksantin/ksantin oksidaza.

Princip metode se zasniva na tome da superoksid radikal nastao usljed djelovanja ksantin
oksidaze na ksantin, redukuje citohrom ¢ (Fe*" u Fe*"), a §to je praéeno porastom apsorbance na
spektrofotometru pri talasnoj duzini od 550 nm. Ukoliko je u naknadno dodanom ekstraktu
prisutna superoksid dismutaza, ona ¢e svojim djelovanjem uklanjati superoksid radikal iz
reakcione smjese (prevesée ga u molekularni kiseonik) usljed ¢ega ¢e se smanjivati redukcija
citohroma c, a §to je praeno smanjenjem apsorbance. Ona koli¢ina ekstrakta, odnosno
superoksid dismutaze (SOD) koja ¢e umanjiti pocetnu apsorbancu za 50% u 1 minuti predstavlja
jedinicu aktivnosti superoksid dismutaze (U).

Prije pocetka izvodenja metode pripremljeni su sljedeci reagensi: 50 mM kalijum-fosfatni

pufer pH 7,8, ksantin, ksantin oksidaza, cyt c. Postupak pripreme reagensa naveden je u tabeli 6.
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Tabela 6. Prikaz pripreme reagensa za odredivanje aktivnosti SOD

50 mM rastvor kalijum-fosfatnog pufera pH vrijednosti 7,8 je pripremljen na sljedeéi nacin:
Odvagano je 0,435 g K,HPO, u odmjernu posudu i dopunjeno sa destilovanom vodom do 50 ml, a
u drugu posudu 0,34 g KH,PO, koja je dopunjena sa destilovanom vodom takode do 50 ml. Ova
dva rastvora su zatim pomijeSana do postizanja pH vrijednosti 7,8. Dobijeni pufer je ¢uvan do
momenta upotrebe na sobnoj temperaturi.

Rastvor ksantina: 0,07605 mg ksantina je rastvoreno u 1 ml ImM NaOH (navedena koli¢ina
ksantina je rastvorena u 1 M NaOH, a zatim je razblaZena sa prethodno navedenom bazom).
Reagens sa ksantin oksidazom je pripremljen na nacin da je 11 pl kantin oksidaze izmijeSano sa
Iml kalijum-fosfatnog pufera.

Cyt C je pripremljen na nacin da je 2,4 mg Cyt C rastvoreno u 1 ml destilovane vode

Postupak odredivanja aktivnosti SOD je bio sljedeci:

Spektrofotometar je podeSen na 550 nm, a zatim su u reakcionu posudu (kivetu) dodani
sljede¢i reagensi: 2350 ul pufera, 150 pl cyt C 1 300 ul ksantina. Kiveta je stavljena u
spektrofotometar, te je reakcionoj smjesi ocitana apsorbanca, a zatim je u istu kivetu dodano 150
pl ksantin oksidaze i mjerena je promjena apsorbance, odnosno aktivnost ksantin oksidaze tokom
tri minute na 550 nm. Promjena apsorbance bi trebala da bude 0,025/min, a ukoliko nije smanji
se ili poveca koli¢ina ksantin oksidaze zavisno da li je vrijednost promjene apsorbance veca ili
manja od 0,025/min. Ovdje treba imati u vidu da smanjenjem ili pove¢anjem koli¢ine ksantin
oksidaze treba povecati ili smanjiti zapreminu pufera, tako da u reakcionoj posudi bude uvijek
ista reakciona zapremina.

Nakon §to je vrijednost promjene apsorbance podeSena na 0,025/min u istu kivetu je dodan
ekstrakt 1 to koli¢ina ekstrakta koja treba da dovede do 50% inhibicije aktivnosti ksantin oksidaze
(50% umanjenom vrijednosti apsorbance od pocetne). Ona koli¢ina ekstrakta koja ¢e umanjiti
pocetnu apsorbancu za 50% u 1 min predstavlja jednu enzimsku jedinicu.

Nakon postizanja navedenog efekta izracunato je koliko jedan ml ekstrakta sadrzi
enzimskih jedinica, a na osnovu podatka koliko 1 ml ekstrakta sadrzi proteina, aktivnost SOD je

. “ . . e . . -1
izraZzena u enzimskim jedinicama na mg proteina (U mg ).
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5.3.9. Odredivanje sadrzaja fenola u ispitivanom biljnom materijalu

Sadrzaj ukupnih fenola u listovima i plodovima Seri paradajza je odreden UV/VIS
spektrofotometrijskom metodom koja se zasniva na kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteau
reagensom, te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri talasnoj duzini od 765 nm (Ough i
Amerine, 1988).

Ekstrakcija fenolnih jedinjenja iz ispitivanog biljnog materijala (osuSeni listovi 1 plodovi
Seri paradajza), provedena je pomocu 30%-tnog vodenog rastvora etanola, uz koriS¢enje
povratnog hladila (refluksa) u vodenom kupatilu pri temperaturi 50 °C u trajanju od sat vremena.

Postupak ekstrakcije fenolnih jedinjenja je izveden na sljedeci nacin:

- U Erlenmeyerovu tikvicu od 100 ml s ubrusenim grlom je dodano 1 g suve mase
biljnog materijala, a zatim 40 ml 30% etanola, te je sadrzaj ru¢no homogenizovan. Tako
pripremljene tikvice su stavljene u vodeno kupatilo na 50 °C uz refluks, sat vremena.

- Sadrzaj tikvice je zatim profiltriran kroz grubi filter papir u odmjernu tikvicu volumena
50 ml, te je nadopunjen 30% etanolom do oznake. Do momenta analize ekstrakti su ¢uvani u
frizideru na 4 °C. Osim za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola, ovako dobijeni ekstrakti su
koristeni i za odredivanje ukupnih flavonoida i ukupnog antioksidacijskog kapaciteta.

Postupak odredivanja fenola u dobijenim ekstraktima listova i plodova Seri paradajza je
sproveden na sljede¢i nacin:

- U odmjernu tikvicu od 25 ml otpipetirano je 0,25 ml uzorka (ekstrakta), 15 ml
destilovane vode, te 1,25 ml Folin - Ciocalte reagensa koji je neposredno prije upotrebe
razrijeden sa destilovanom vodom u omjeru 1:2. Nakon 3 minute, smjesi je dodano 3,75 ml
zasi¢enog rastvora Na,COs;, te je tikvica nadopunjena 30% etanolom do oznake. Zasiceni
rastvor Na,COj je pripremljen na nacin da je 200 g natrijeva karbonata rastvoreno u 800 ml
vruce destilovane vode u tikvici od 1000 ml, a zatim ohladeno na sobnoj temperaturi. U tikvicu
je zatim dodano nekoliko kristalica Na,COs3, te je rastvor nadopunjen destilovanom vodom do
oznake. Pripremljeni rastvor je ostavljen da odstoji 24 sata, te je nakon toga profiltriran.

- Istovjetni postupak sa uzorkom je napravljen i sa serijom standarda, a kao standard za

odredivanje fenola je koris¢ena galna kiselina (0-500 mg GA 17).
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- Sve tikvice su stavljene 30 minuta u vodeno kupatilo na 50 °C, a poslije prilagodavanja
tikvica sobnoj temperaturi o€itana je apsorbanca za seriju standardnih rastvora i za uzorke na
765 nm.

- Na osnovu ocitanih vrijednosti apsorbance za seriju standardnih rastvora gdje je
koncentracija fenola poznata, napravljena je kalibraciona kriva koja je posluzila za
izracunavanje sadrzaja ukupnih fenola u uzorcima. Dobijene vrijednosti su zatim preracunate

na masu ispitivanog biljnog materijala (mg eq. GA g™).

5.3.10. Odredivanje ukupnih flavonoida u ispitivanom biljnom materijalu

Sadrzaj ukupnih flavonoida u listovima 1 plodovima Seri paradajza je odreden UV/VIS
spektrofotometrijskom metodom koja se zasniva na kolornoj rekciji flavonoida s AICl;, te
mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri talasnoj duzini od 510 nm (Zhishen i sar., 1999).

Postupak odredivanja flavonoida u ispitivanim uzorcima biljnog materijala je sproveden na
sljede¢i nacin:

- 1 ml uzorka je dodano u odmjernu tikvicu od 10 ml u kojoj je prethodno otpipetirano 4
ml destilovane vode. U odmjernu tikvicu je zatim dodano 0,3 ml 5% NaNQO,, nakon pet minuta
0,3 ml 10% AICI;, minutu poslije 2 ml 1 M NaOH, te su tikvice nadopunjene destilovanom
vodom do oznake. Isti postupak je napravljen i sa serijom standarda, a kao standard za
odredivanje flavonoida je koristen katehin (0-100 mg C 17)

- Za tako pripremljene ispitivane uzorke ocitana je apsorbanca na 510 nm, a zatim je na
osnovu ocitanih vrijednosti za seriju standardnih rastvora gdje je koncentracija flavonoida
(katehina) poznata napravljena kalibraciona kriva koja je posluZila za izracunavanje sadrzaja
ukupnih flavonoida u uzorcima. Dobijene vrijednosti su zatim preraCunate na masu ispitivanog

biljnog materijala (mg eq. C g™).

5.3.11. Odredivanje ukupnog antioksidacijskog kapaciteta u ispitivanom biljnom

materijalu FRAP metodom (Ferric Reducing Antioxidant Power Method)

Antioksidacijski kapacitet u ispitivanim uzorcima odreden je spektrofotometrijskom

metodom koja se zasniva na sposobnosti antioksidansa u ekstraktu da redukuju Fe’" jone u Fe**
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jone u rastvoru 2.4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri nizoj pH vrijednosti, §to je praceno
mijenjanjem boje reagensa iz svijetlo smede u modru. Intenzitet nastalog obojenja je
proporcionalan koli¢ini antioksidanasa u ekstraktu, a odreden je na talasnoj duzini od 595 nm
(Benzie i Strain, 1996).

Postupak odredivanja antioksidacijskog kapaciteta u ekstraktu listova i plodova Seri
paradajza je sproveden na sljedec¢i nacin:

- U odmjernu tikvicu od 10 ml otpipetirano je 240 ul destilovane vode, 80 pul uzoraka te
2080 ul FRAP reagensa. FRAP reagens je pripremljen na nacin da je pomijeSano 50 ml
acetatnog pufera, 5 ml TPTZ reagensa i 5 ml rastvora FeCl; (omjer 10:1:1).

- Isti postupak je napravljen i za seriju standarda, a kao standard za odredivanje ukupnog
antioksidacijskog kapaciteta je koris¢en FeSO4 x 7TH,O (0 - 2 mM FeSO4 x 7H,0).

- Sadrzaj u tikvicama je dobro promijeSan, a zatim su tikvice stavljene 30 minuta u
vodeno kupatilo na 37 °C, te im je nakon pet minuta ocitana apsorbanca na talasnoj duzini od
595 nm.

- Na osnovu ocitanih vrijednosti za seriju standardnih rastvora gdje je koncentracija
antioksidansa (0 - 2 mM FeSO4 x 7H,0) poznata napravljena je kalibraciona kriva koja je
posluZzila za izraCunavanje antioksidacijskog kapaciteta u ispitivanom uzorcima. Dobijene

vrijednosti su zatim preradunate na masu ispitivanog biljnog materijala (umol Fe*" g™).
5.3.12. Odredivanje rastvorljive suve materije u plodovima Seri paradajza

Koli¢ina rastvorljive suve materije u plodovima Seri paradajza odredivana je
refraktometrijskom metodom (ZSO, 2003) upotrebom rucnog refraktometra Atago PAL-1, a
vrijednost je izraZzena u Brix-ima koji pokazuju koliko masenih dijelova rastvorljive suve materije
ima u sto dijelova iscijedenog soka ploda Seri paradajza (%). Ovaj podatak se u plodovima moze
koristiti 1 kao mjera za udio Secera, jer Secer predstavlja osnovnu rastvorljivu materiju u uzorku.

Postupak odredivanja rastvorljive suve materije u ispitivanim uzorcima plodova Seri
paradajza je sproveden na sljedec¢i nacin:

- Uz koris¢enje rucne prese za voce iscijedeni su dijelovi ploda pri ¢emu je prvih
nekoliko kapi odbaceno, a zatim je jedna kapljica ekstrakta ploda Seri paradajza stavljena na

prizmu refraktometra.
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- Na displeju je zatim oc€itana numericka vrijednost u Brix-ima koja pokazuje udio

rastvorljive suve materije u plodu Seri paradajza.

5.3.13. Odredivanje ukupne kiselosti u plodovima Seri paradajza

Odredivanje kiselosti u plodovima Seri paradajza obavljeno je titracijskom metodom uz
koris¢enje 0,1 M NaOH i fenoftaleina kao indikatora (40AC, 2000).

Postupak odredivanja ukupne kiselosti u uzorcima plodova Seri paradajza je sproveden na
sljede¢i nacin:

- Plodovi su isjeceni noZzem na komadice, a zatim fino usitnjeni u tarioniku pomocu
tucka ili uz koris¢enje miksera. Iz tako homogenizovanog uzorka izvagano je 20 g ispitivanog
materijala i prebaceno u odmjernu tikvicu od 250 ml.

- Tikvica je zatim nadopunjena destilovanom vodom do oko % zapremine, sadrZaj je
dobro promijesan, a zatim zagrijavan uz refluks na vodenom kupatilu na 80 OC trideset minuta.
Nakon hladenja, tikvica je nadopunjena do oznake destilovanom vodom.

- Prije pocetka titracije izvrSena je filtracija, a zatim je 25 ml filtrata pipetom preneseno
u Erlenmayer tikvicu od 250 ml, dodano je 3-4 kapi indikatora fenoftaleina, a zatim titrirano sa
0.1 M NaOH do pojave ruzicaste boje koja je postojana 30 sekundi.

- Vrijednost utroSene zapremine 0.1 M NaOH je zatim uvedena u sljede¢u formulu kako
bi se izradunao podatak za sadrZaj ukupne kiselosti u plodu 3eri paradajza izrazeno u g 100 g’
ploda.

Sadrzaj ukupne kiselosti (g 100 g” ploda) = A x k x 100 / Ok
A -ml 0.1 M NaOH utro$enih za titraciju
k - koli¢ina kiseline koja odgovara 1 ml 0.1 M NaOH (za jabu¢nu kiselinu je ta vrijednost 0.0067, za

limunsku 0.0063)

Ok - odmjerna koli¢ina ispitivanog uzorka
5.3.14. Odredivanje vitamina C u plodovima Seri paradajza

Odredivanje vitamina C (L-askorbinske kiseline) obavljeno je titrimetrijskom metodom s

2,6-dihlorfenol-indofenolom (40AC, 2006). Ova metoda se zasniva na snaznom redukcijskom
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svojstvu L-askorbinske kiseline i njenoj sposobnosti da redukuje 2,6-dihlorfenol-indofenol.
Vizualno se to manifestuje prelazom modre boje 2,6-dihlorfenol-indofenola u bezbojni oblik koji
u kiseloj sredini prelazi u ruzicasto obojenje, pa isti sluzi i kao indikator reakcije.

Postupak odredivanja vitamina C u plodovima Seri paradajza je proveden na sljede¢i nacin:

- U tarioniku je usitnjeno 25 g ploda uz dodatak 20 ml 1% HCl-a, sadrzaj je
homogenizovan, a zatim filtriran u tikvicu od 100 ml pri ¢emu je talog ispiran sa 1% oksalnom
kiselinom do oznake.

- 10 ml filtrata je otpipetirano u tikvicu od 100 ml, a zatim je izvrSena titracija sa 2,6-
dihlorfenol-indofenolom do pojave ruziCaste boje koja je postojana minimalno 15 sekundi.
Rastvor 2,6-dihlorfenol-indofenola je pripremljen tako da je u tikvici od 200 ml otopljeno 50
mg natrijumove soli 2,6-diklorfenol-indofenola u 150 ml vru¢e vode koja sadrzi 42 mg natrijum
dikarbonata (NaHCOs). Smjesa je nakon hladenja nadopunjena destilovanom vodom do
oznake, a zatim filtrirana. Do momenta upotrebe ¢uvana je u tamnoj posudi na temperaturi od 3
°C.

- Sa ciljem dobijanja sadrzaja vitamina C u plodu Seri paradajza, utroSeni ml reagensa su
uvedeni u sljedecu jednacinu:

~ V-T-b-100
- m-V,

C

C - sadr7aj vitamina C ( mg 100 g ploda $eri paradajza)

V - ml 2,6-dihlorfenol-indofenola utrosenog za titraciju uzorka

T - titar (utroSak askorbinske kiseline po 1 ml 2,6-dihlorfenol-indofenola - 0.0833 mg/ml)
b - ukupna zapremina rastvora (100 ml)

m - masa uzorka (25 g)

V| - zapremina uzorka koja je uzeta za titraciju (10 ml)

5.3.15. Odredivanje likopena u plodovima Seri paradajza

Sadrzaj likopena u ispitivanim uzorcima je odreden spektrofotometrijskom metodom
prema Davis i sar. (2003), a provedena je na sljedeci nacin:

- 0,5 g kase ploda Seri paradajza je u staklenoj epruveti homogenizovano sa 5 ml 0,05%

butilovanog hidroksi toluena (BHT) u acetonu, nakon ¢ega je dodano 5 ml etanola 1 10 ml

heksana.
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- Uzorak je zatim stavljen na led i na magnetnoj mjeSalici (180 rpm) mijeSan 15 minuta,
a zatim je u svaku epruvetu dodano 3 ml dejonizovane vode, te su epruvete jo§ 5 minuta
izlozene mijeSanju.

- Uzorci su zatim ostavljeni 5 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se omogucilo
odvajanje dviju fazi, a zatim je uz koriS¢enje mikropipete uzorak iz gornjeg heksanskog sloja
prebacen u kivetu, te mu je oCitana apsorbanca na 503 nm. Slijepa proba je bio Cisti heksan.
Prethodno su u cilju dobijanja standardne krive odredene i apsorbance za seriju standardnog
rastvora likopena u heksanu (0-3 mg 17).

- Sadrzaj likopena u uzorcima izraunat je iz jednacine standardne krive, a zatim su
dobijene vrijednosti preradunate na svjezu materiju ploda Seri paradajza (mg kg svjeZeg

ploda).
5.3.16. Ekstrakcija fenolnih jedinjenja iz plodova Seri paradajza za HPLC

Postupak ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz plodova Seri paradajza je uraden prema metodi
Escarpe i Gonzalesa (2000), a izveden je na sljedeci nacin:

- Plodovi Seri paradajza su homogenizovani pomoc¢u blendera, a zatim je tacno
odmjerena masa uzorka ploda (10 g) prebacena u ekstrakcionu posudu u koju je dodano 10 ml
rastvaraca: metanol + 3% metanska kiselina + 1% m / v 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol / BHT
(dodaje se sa ciljem sprecavanja oksidacije fenolnih komponenti tokom ekstrakcije).

- Nakon jednog sata stajanja u ultrazvu¢nom kupatilu na ledu, rastvor je centrifugiran
(Thermo Scientific SL16 Centrifuge, San Jose, USA) pri 10000 rpm, 7 minuta na temperaturi 0
°C, a zatim je supernatant filtriran u viale uz koristenje Chromafil AO-45/25 filtera (Macherey-

Nagel, Diiren, Germany).

5.3.17. Identifikacija i kvantifikacija dominantnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima HPLC

metodom

Za identifikaciju 1 kvantifikaciju dominantnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima plodova

Seri paradajza koriS¢ena je teCna hromatografija visoke efikasnosti uz koriS¢enje Thermo
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Scientific Finnigan Surveyor HPLC-DAD sistema kontrolisanog sa ChromQuest 4.0 softverom
(Thermo Scientific, San Jose, CA, USA).
Postupak identifikacije i kvantifikacije izveden je na sljede¢i nacin:

- Hromatografsko razdvajanje izvrSeno je na koloni Pursuit XRs 3 C-18 termostatiranoj
na 25 °C (4.6 x 150 mm, 5 um; Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) uz sistem
rastvaraca: A - (97% acetonitril + 3% redestilovana voda + 0.1% metanska kiselina) 1 B - (97%
redestilovana voda + 3% acetonitril + 0.1% metanska kiselina).

- Zapremina injektiranog uzorka iznosila je 20 pl, a protok mobilne faze 0.6 ml min™ u
trajanju od 45 min.

- Razdvajanje komponenti je izvedeno koriS¢enjem lineranog gradijenta opisanog u
metodi Marksa i sar. (2007).

- Dominantna fenolna jedinjenja u ekstraktima plodova Seri paradajza: hlorogenska i
kafeinska kiselina, te rutin i naringenin su detektovana poredenjem njihovih retencionih
vremena sa retencionim vremenom standarda za svaku komponentu. Detekcija ispitivanih
jedinjenja je obavljena uz koriStenje DAD detektora (detektorom sa nizom dioda), a
hromatrogrami su biljezeni na 280 1 350 nm.

- Kvantifikacija ispitivanih jedinjenja je izvrSena metodom vanjskog standarda. Za svaki
pojedinaéni standard pripremljen je osnovni rastvor standarda masene koncentracije 1 mg ml™
(kao rastvarac koristen je 10% metanol), a zatim su izvrSena odgovarajuc¢a razrijedenja.

- Na osnovu dobijenih povrSina u zavisnosti od masene koncentracije standarda, za svaki
standard napravljena je kalibraciona kriva u Ccetiri tacke, a jednaCina dobijenih kriva su
posluZile za kvantifikaciju navedenih komponenti u uzorcima (grafikon 1). Dobijene vrijednosti
su zatim preradunate na svjezu masu ploda $eri paradajza (mg 100 g svjezeg ploda). Stepen

lineranosti konstruisanih krivi je bio izuzetno visok (1* > 0,995).
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Grafikon 1. Kalibracione krive za kvantifikaciju ispitivanih jedinjenja

5.3.18. Odredivanje ukupnog prinosa

Ukupni prinos je odreden na osnovu vaganja svakog ubranog ploda (g), te sabiranja
njihovih masa, a izraZen je u kg po biljci. Plodovi su brani u momentu njihove tehnoloske zrelosti

(BBCH - 809), pri ¢emu se nije vodila evidencija sa koje su plodne grane plodovi uzeti.

5.3.19. Statisticka obrada podataka

Sve analize su izvrSene u tri ponavljanja, a rezultati su prikazani kao prosjec¢na vrijednost +
standardna devijacija Dobijeni rezultati su obradeni primjenom statisticke metode analize
varijanse i1 korelacione analize uz kori§¢enje Microsoft Excell softverskog paketa. Signifikantnost
razlika izmedu prosjecnih vrijednosti ispitivanih varijanti je utvrdena koriS¢enjem LSD testa pri

nivou signifikantnosti p<0.05, a koeficijent korelacije je odreden prema Pearsonu.
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6. REZULTATI RADA I DISKUSIJA

6.1. Vodni potencijal u listovima presadnica Seri paradajza

Rezultati analize vodnog potencijala u svjezim listovima presadnica Seri paradajza
(Lycopersicon esculentum Mill. "Sakura") u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i
izloZenosti presadnica uslovima stresa prikazani su posebno za svaku godinu istrazivanja (tabela

71 8; grafikon 2 1 3).

Tabela 7. Vrijednosti vodnog potencijala u listovima presadnica Seri paradajza u zavisnosti od
varijante primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica stresu za ogled proveden

2014. godine

2014. godina Vodni potencijal (-MPa)
Varijanta 1 dan 3 dan 5 dan

1. Bio-algeen S92 (s) 0,56 +0,01° -0,87 + 0,02° -1,52 +0,02°
1. Bio-algeen S92 (k) 0,41 +0,03° -0,54 + 0,05 -0,57 +0,02°
2. Slavol (s) -0,52 + 0,03 0,93 + 0,04° 2,16 + 0,06
2. Slavol (k) 0,41 £0,01° -0,58 £ 0,09° -0,63 £ 0,05°
3. Ergonfill (s) -0,53 + 0,04 -0,74 + 0,03¢ -1,61 +0,05°
3. Ergonfill (k) 0,41 +0,03° -0,54 + 0,03 0,57 +0,02°
4. Netretirana (s) -0,51 + 0,02 -1,10 + 0,05 2,31+ 0,05
4. Netretirana (k) -0,39 £ 0,01° -0,52 + 0,05 -0,56 £ 0,01°
F test S.** S. S.
LSDy s 0,026 0,042 0,036

Vrijednosti u tabeli su izrazene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,
(s) - stres, (k) - kontrola; **s. - signifikantan
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Grafikon 2. Vrijednosti vodnog potencijala u listovima presadnica Seri paradajza u 2014. godini

Tabela 8. Vrijednosti vodnog potencijala u listovima presadnica Seri paradajza u zavisnosti od

varijante primjene stimulatora rasta i izlozenosti presadnica stresu za ogled proveden

2015. godine

2015. godina

Vodni potencijal (-MPa)

Varijanta 1 dan 3 dan 5 dan

1. Bio-algeen S92 (s) -0,53 + 0,02 0,87 + 0,04° -1,50 + 0,07%
1. Bio-algeen S92 (k) 0,43 £ 0,02° 0,55+ 0,02° 0,58 + 0,03°
2. Slavol (s) -0,50 + 0,01% -0,97 +0,02° 2,14+0,12°
2. Slavol (k) -0,44+ 0,01° 0,56 + 0,04° 0,61 £ 0,05°
3. Ergonfill (s) -0,55 + 0,02% -0,86 + 0,06% -1,56 + 0,05°
3. Ergonfill (k) 0,43 + 0,05° -0,55 £ 0,02° -0,58 £ 0,05°
4. Netretirana (s) 0,58 £0,07" -1,09 £ 0,04 2,26 £ 0,09"
4. Netretirana (k) -0,41 £ 0,03° -0,53 £ 0,07° -0,58 +£0,05°
F test . ¥* S. S.
LSDy s 0,032 0,041 0,062

Vrijednosti u tabeli su izraZene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,
(s) — stres, (k) - kontrola; **s. - signifikantan
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Grafikon 3. Vrijednosti vodnog potencijala u listovima presadnica Seri paradajza u 2015. godini

Vodni potencijal je vrijednost koja ukazuje na vodni status biljke, a ujedno i na stepen
stresa kojem je biljka izlozena. Niza vrijednost vodnog potencijala u biljnom tkivu ukazuje na
veci stepen izloZenosti biljke stresu, odnosno veci stepen dehidratacije biljke.

Iz rezultata sprovedene analize se moze vidjeti da su u obje godine istrazivanja vrijednosti
vodnog potencijala bile nize u presadnicama izloZenim stresu, nezavisno od toga da li su
prethodno bile tretirane stimulatorom rasta ili ne. Pad vodnog potencijala usljed izlaganja
presadnica paradajza vodnom stresu utvrden je i u radu Zgallai i sar. (2006), a vrijednosti vodnog
potencijala u listovima presadnica paradajza u njihovom istrazivanju su se kretale izmedu -0,51
MPa i -1,22 MPa u zavisnosti da li su presadnice kraéi ili duzi period bile izlozene uslovima
vodnog stresa. Nadalje, u njthovom istrazivanju utvrdena je i jaka korelacija izmedu pada vodnog
potencijala 1 sadrzaja proteina i hlorofila u listovima iz ¢ega se moze zakljuciti da dehidratacija

biljke uti¢e na poremecaj metabolizma azota, a samim time i drugih metabolita unutar biljke.
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Negativne reperkusije vodnog stresa, te posljedicno pada vodnog potencijala na odredene
segmente metabolizma biljke utvrden je i u brojnim drugim istrazivanjima (Khan i sar. 2011;
Yuan i sar., 2016).

U obje godine istrazivanja u varijantama ogleda gdje su presadnice Seri paradajza takode
bile izlozene stresu, ali su prethodno bile tretirane stimulatorima rasta Bio-algeenom S92 i1
Ergonfillom, vrijednost vodnog potencijala u listovima je bila zna¢ajno viSa (manje negativna) u
odnosu na netretirane biljke, posebno u zavrSnoj fazi izlaganja presadnica vodnom stresu, $to
upucuje na zakljucak da je primjena ovih preparata znacajno doprinijela osmotskoj prilagodbi
biljke datim uslovima. Iz navedenog se moze pretpostaviti da Bio-algeen S92 1 Ergonfill svojim
sastavom pozitivno uticu na odrzavanje osmotske homeostaze unutar biljnih ¢elija $to rezultuje
boljom prilagodbom biljke uslovima stresa, a rezultati dobijeni u ovom istrazivanju idu u pravcu
potvrde te hipoteze. Pretpostavka je da je relativno visok sadrzaj osmotski aktivinih materija
prolina i glicina u sastavu tih preparata jedan od osnovnih razloga podizanja nivoa prilagodbe
presadnica Seri paradajza na uslove vodnog stresa. Pozitivni efekti primjene Bio-algeena S92 i
ostalih preparata dobijenih ekstrakcijom iz morske alge Ascophyllum nodosum (L) na odrzavanje
homeostaze u biljnim ¢elijama, te na parametre kvaliteta poljopivrednih kultura, posebno pri
gajenju u stresnim uslovima utvrden je u brojnim nau¢nim radovima (Mancuso i sar., 2006;
Rathore i sar, 2009; Craige, 2011).

Vrijednosti vodnog potencijala u listovima Seri paradajza izlozenih stresu, a prethodno
tretiranih Slavolom su u obje godine istrazivanja bile viSe (manje negativne) u odnosu na
netretiranu varijantu, ali ne znacajno, te se iz navedenog moZze zakljuciti da primjena ovog
preparata znatno manje doprinosi osmotskoj prilagodbi biljke u uslovima vodnog stresa u odnosu
na Bio-algeen S92 i Ergonfill.

U kontrolnim varijantama tj. u varijantama u kojima presadnice Seri paradajza nisu bile
izlozene stresu ve¢ su redovno zalijevane tokom svoga rasta, vrijednosti vodnog potencijala u
listovima se nisu znacajno razlikovale nezavisno od primijenjenog stimulatora rasta. Isto
zapazanje je uoceno u obje godine istrazivanja, $to upucuje na zakljucak da presadnice Seri
paradajza ukoliko se ne nalaze u stresnim uslovima ne uklju¢uju dodatni mehanizam

osmoregulacije u vidu intenzivnijeg nakupljanja osmotski aktivnih materija u svojim ¢elijama.
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6.2. Sadrzaj prolina u listovima presadnica Seri paradajza

Podaci o sadrzaju prolina u svjezim listovima presadnica Seri paradajza (Lycopersicon
esculentum Mill. "Sakura") u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i izlozenosti

presadnica stresu prikazani su posebno za svaku godinu istrazivanja (tabela 9 i 10).

Tabela 9. Sadrzaj prolina u svjezim listovima presadnica Seri paradajza u zavisnosti od varijante
primjene stimulatora rasta 1 izlozenosti presadnica stresu za ogled proveden

2014. godine

2014. godina

Varijanta Sadrzaj prolina (ug g)
Dan 1 Dan 2 Dan 3 Dan 4 Dan 5

1. Bio-algeen S92 (s)  13,56+0,53" 8436+6,76° 59,04 +5,61™  6948+5,11° 126,12+ 8,12°
1. Bio-algeen S92 (k)  6,96+029° 7,56+ 0,44° 8,88 +0,55° 9,96 +0,67° 8,04+ 0,66°
2. Slavol (s) 10,20 £0,34°  13,92+0,32  63,12+2,50°  163,68+9,77° 314,16+7.21"
2. Slavol (k) 8,40+0,22° 6,84+045  14,40+0,71° 8,64 +0,55° 6,72 +0,32°
3. Ergonfill (s) 13,20+ 0,44™ 38,88+ 1,00° 29,64=3,44"  2040+4,117 44,162,437
3. Ergonfill (k) 720+ 1,01°  11,88+0,66%  7,44+0,44° 9,60 + 0,98° 9,36 + 1,02°
4. Netretirana (s) 9,96+ 0,557 27,96+ 133  8323+7,22" 172,80+9,11° 345,72+7,98"
4. Netretirana (k) 6,84+032°  7,08+041° 7,32 £0,33° 10,32 + 1,22° 9,84 +0,81°
F test g ¥ . S. S. S.
LSDy s 1,94 5,26 727 5,57 5,88

Vrijednosti u tabeli su izrazene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,
(s) - stres, (k) - kontrola; **s. - signifikantan

Da bi se dobio bolji uvid u dinamiku kretanja sadrzaja prolina u listovima presadnica Seri
paradajza (ug g svjezeg lista) u zavisnosti od izloZzenosti presadnica stresu i tretmana
stimulatorom rasta za ogled proveden 2014. godine, rezultati ovog dijela istrazivanja su prikazani

1 graficki (grafikon 4).
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Grafikon 4. Dinamika sadrzaja prolina u listovima presadnica Seri paradajza u zavisnosti od
varijjante primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica stresu za ogled

proveden tokom 2014. godine

Tabela 10. Sadrzaj prolina u listovima presadnica Seri paradajza u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta i izlozenosti stresu za ogled proveden 2015. godine

2015. godina

Varijanta Sadrzaj prolina (ug g)

Dan 1 Dan 2 Dan 3 Dan 4 Dan 5
1. Bio-algeen S92 (s)  11,51+0,91" 3421+3,76° 51,04 +5,22° 66,48 +4,22° 96,11 +7,14¢
1. Bio-algeen S92 (k) 7,16 +0,44° 7,51+0,51° 7,89+0,51° 8,12+0,47° 8,44 +£0,91°
2. Slavol (s) 1020 £0,34° 38,12+ 1,87°  60,18=4,11°  143,12+7,53° 275,11 +£9,28"
2. Slavol (k) 8,02 +0,30° 8,51+ 1,02° 9,12+ 0,55° 9,01 +£0,23° 8,79+ 0,61°
3. Ergonfill (s) 1220+ 0,71° 37,34+ 1,24  5522+5,09° 71,40 £3,22° 103,12 +6,13°
3. Ergonfill (k) 6,97 +1,11° 7,81+0,82 7,65+ 0.54° 8,33+0,87° 9,16 + 0,66°
4. Netretirana (s) 10,11 £0,75 47,11 +5,33° 82,21+5,12° 192,46 £7,14* 362,11 £9,22°
4. Netretirana (k) 7,84 +0,46° 6,34+ 0,47 7,12+0,52° 8,31+ 0,66° 9,12 +0,59°
F test s.* S. S. S. S.
LSDy s 1,11 2,24 3,88 4,09 5,52

Vrijednosti u tabeli su izraZene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,
(s) - stres, (k) - kontrola; **s. - signifikantan
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Sa ciljem dobijanja boljeg uvida u dinamiku kretanja sadrzaja prolina u listovima presadnica Seri
paradajza (ug g' svjezeg lista) u zavisnosti od izloZenosti presadnica stresu i tretmana
stimulatorom rasta za ogled proveden 2015. godine, rezultati ovog dijela istrazivanja su prikazani

1 graficki (grafikon 5).
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Grafikon 5. Dinamika sadrzaja prolina u listovima presadnica Seri paradajza u zavisnosti od
varijante primjene stimulatora rasta 1 izlozenosti presadnica stresu za ogled

proveden tokom 2015. godine

Iz podataka prikazanim u tabelama 9 1 10 je vidljivo da su presadnice Seri paradajza u obje
godine istrazivanja u uslovima stresa imale statisticki znacajno ve¢i sadrzaj prolina u svojim
¢elijama listova u odnosu na presadnice koje nisu izlagane stresu, nezavisno od tretmana
stimulatorom rasta. Dobijeni podaci potvrduju hipotezu da biljke u uslovima vodnog stresa
pokreéu proces intenzivnog nakupljanja prolina u svojim c¢elijama. Objasnjenje nakupljanja
prolina u listovima usljed izlaganja biljki vodnom stresu iznio je u svom radu Heuer (1994), a

ono se u osnovi sastoji u tome da je nastajanje prolina prvenstveno rezultat poticanja ekspresije
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gena neophodnih za inicijaciju sinteze prolina, a koji se aktivaraju ukoliko se biljka nade u
stresnim uslovima.

Povecanjem sadrZaja prolina i osmolita u cjelini, biljka nastoji u uslovima vodnog stresa §to
duze odrzati homeostazu, odnosno stabilne fizioloSke uslove neophodne za odvijanje
metabolickih procesa. Navedeni efekat, prolin postize zahvaljuju¢i prvenstveno svome svojstvu
da stabilizuje strukturu membranskih proteina ¢ime doprinosi odrZzavanju integriteta samih
membrana, a §to omogucava biljnoj Celiji da 1 u uslovima stresa jo§ neko vrijeme nesmetano
provodi hemijske reakcije svoga metabolizma (Delauney i Verma, 1993).

Sposobnost biljke da akumuliSe 1 sintetiSe prolin u svojim ¢elijama se zbog toga smatra vrlo
vaznim segmentom odbrambenog mehanizma biljke u uslovima stresa, a ujedno i jednim od
prvih odgovora biljke na date uslove. Navedena cinjenica potvrdena je i u rezultatima ovog
istrazivanja, ali 1 mnogih drugih, gdje je takode utvrdena nagla i visoka akumulacija prolina u
uslovima suse (McCue i Hanson, 1990; Mundree i sar., 2002).

U rezultatima svog istrazivanja Claussen (2005) navodi da nagli porast sinteze prolina u
listovima presadnica paradajza izloZzenim vodnom stresu zapocinje Sesnaest sati od momenta
izazivanja stresa i da u narednih pet dana njegova akumulacija u listovima ima uzlaznu putanju.
Navedeni rezultati su podudarni i sa rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju s tim $to se u
ovom istrazivanju stepen porasta sadrzaja prolina u listovima presadnica Seri paradajza izlozenim
vodnom stresu znacajno razlikovao unutar svakog dana ispitivanja, zavisno od toga kojim su
stimulatorom rasta presadnice Seri paradajza prethodno bile tretirane.

Najveci stepen porasta sadrzaja prolina u listovima presadnica Seri paradajza izlozenim
vodnom stresu u obje godine istrazivanja utvrden je u netretiranoj varijanti, kao i u varijanti u
kojoj su presadnice Seri paradajza bile tretirane Slavolom.

Najmanji stepen porasta prolina u listovima presadnica Seri paradajza izlozenim vodnom
stresu u obje godine istrazivanja utvrden je u varijantama u kojima su presadnice bile tretirane
Bio-algeenom S92 i Ergonfillom, $to ide u prilog tezi da primjena ovih dvaju stimulatora rasta
odgada, a samim time i smanjuje negativne reperkusije vodnog stresa na biljku. Podaci prikazani
u tabelama 9 i1 10 pokazuju i to da se sadrzaj prolina u listovima presadnica Seri paradajza u
kontrolnim varijantama tj. u varijantama gdje presadnice nisu izlagane stresu nije znacajno
mijenjao ni u jednom danu mjerenja, nezavisno od tretmana stimulatorom rasta. Utvrdena

posmatranja upucuju na zakljucak da presadnice Seri paradajza u optimalnim uslovima rasta nece
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ukljuciti svoj odbrambeni mehanizam na stres okarakterisan pojaCanom sintezom prolina.
Takode, utvrdene velike razlike u sadrzaju prolina izmedu presadnica koje su izloZene stresu i
onih presadnica koje to nisu jasno pokazuju da se povecani sadrzaj prolina u ¢elijama listova
biljke s pravom mozZe smatrati jednim od osnovnih fizioloskih parametara koji ukazuju da se

biljka nalazi u stresnom stanju.

6.3. Sadrzaj fotosintetskih pigmenata u listovima presadnica Seri paradajza

Rezultati analize sadrzaja fotosintetskih pigmenata u svjezim listovima presadnica Seri
paradajza (Lycopersicon esculentum Mill. "Sakura") u zavisnosti od varijante primjene
stimulatora rasta i izloZenosti presadnica uslovima stresa prikazani su posebno za svaku godinu

istrazivanja (tabela 111 12, grafikon 61 7).

Tabela 11. Sadrzaj fotosintetskih pigmenata u listovima presadnica Seri paradajza u zavisnosti

od varijante primjene stimulatora 1 izlozenosti presadnica stresu u 2014. godini

2014. godina
Sadrzaj fotosintetskih pigmenata u listovima (mg g'l svjeze materije)

Varijanta Hiorofi uoni
orofil a ukupni
hlorofil a hlorofil 5 + hlorofil b karotenoidi
1. Bio-algeen S92 (s) 1,39 + 0,05 0,47 £ 0,04 1,86 + 0,08° 0,46 £ 0,07
1. Bio-algeen S92 (k)  1,49+0,11° 0,55+0,12 2,04+0,17° 0,54 +0,15°
2. Slavol (s) 1,18 + 0,19 0,50 + 0,03 1,68+ 0,22  049+0,11™
2. Slavol (k) 1,48 +0,03% 0,54 + 0,08 2,02+0,13% 0,52 + 0,02
3. Ergonfill (s) 1,25+0,10¢ 0,46 £ 0,08 1,71 £ 0,15 0,43 +0,07%
3. Ergonfill (k) 1,37 +£0,14> 0,48 + 0,04 1,85+0,16% 0,42 + 0,04°
4. Netretirana (s) 1,04 + 0,09 0,45 + 0,06 1,50+ 0,07" 0,43 + 0,06
4. Netretirana (k) 1,29 + 0,20 0,50 + 0,06 1,78 £0,11°® 0,44 + 0,04
F test S k¥ n.s. S. S.
LSDy 05 0,111 - 0,130 0,073

Vrijednosti u tabeli su izrazene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,

(s) - stres, (k) - kontrola; **s. - signifikantan, n.s. - nije signifikantan
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Grafikon 6.

SadrZaj fotosintetskih pigmenata u listovima
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Sadrzaj fotosintetskih pigmenata u listovima presadnica Seri paradajza u zavisnosti

od varijante primjene stimulatora rasta i izlozenosti presadnica stresu u 2014. godini

Tabela 12. Sadrzaj fotosintetskih pigmenata u listovima presadnica Seri paradajza u zavisnosti

od varijante primjene stimulatora 1 izlozenosti presadnica stresu u 2015. godini

2015. godina
Sadrzaj fotosintetskih pigmenata u listovima (mg g_1 svjeze materije)

Varijanta

hlorofil a ukupni

hlorofil ¢ hlorofil » + hlorofil b karotelzloidi
1. Bio-algeen S92 (s) 1,36 + 0,12 0,46 £ 0,03 1,83 +0,14° 0,45 +0,01
1. Bio-algeen S92 (k) 1,51 £0,07° 0,51 +0,10® 2,03+0,14° 0,53+0,11
2. Slavol (s) 1,18 £ 0,19 0,45 + 0,05° 1,63 £ 0,24 0,45 + 0,05
2. Slavol (k) 1,45 +0,06™ 0,55 +0,13° 2,00 £0,19% 0,53 +0,12
3. Ergonfill (s) 1,27+ 0,147 0,46 + 0,03 1,73 +0,12¢ 0,45 + 0,02
3. Ergonfill (k) 1,40 + 0,08 0,47 £ 0,03 1,87 + 0,04 0,46 £ 0,05
4. Netretirana (s) 1,13+0,11# 0,45 £ 0,05° 1,57 £ 0,108 0,46 + 0,05
4. Netretirana (k) 1,28 +0,04% 0,47 + 0,05 1,76 + 0,05°% 0,47 + 0,05
F test . ¥* S. S. n.s.
LSDy05 0,095 0,058 0,128 -

Vrijednosti u tabeli su izraZene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,

(s) - stres, (k)

- kontrola; **s. - signifikantan, n.s. - nije signifikantan
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Grafikon 7. Sadrzaj fotosintetskih pigmenata u listovima u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta 1 izlozenosti presadnica stresu u 2015. godini

Rezultati analize su pokazali da je u obje godine istraZivanja izloZenost presadnica Seri
paradajza vodnom stresu uticala na smanjenje sadrzaja fotosintetskih pigmenata u listovima. Za
sadrzaj pigmenta hlorofila a, te sumu pigmenata hlorofila a i1 b, je navedeno smanjenje bilo i1
statistiCcki signifikantno nezavisno od toga da li su presadnice prethodno bile tretirane
stimulatorima rasta ili ne. Prikazani rezultati su podudarni sa rezultatima istrazivanja mnogih
naucnika koji su takode ustanovili da biljka u uslovima stresa naglo smanjuje sintezu
fotosintetskih pigmenata u svojim celijama (Mafakheri i sar., 2010; Ghorbanli i sar. 2013;
Giannakoula i Illias, 2013; Al Hassan i sar., 2015). Anjum i sar. (2011) navode da vodni stres ne
uzrokuje samo smanjenje sadrzaja pigmenta u listovima, ve¢ i destrukciju proteinskih dijelova
tilakoidnih membrana hloroplasta, a §to se negativno reflektuje na kompletni fotosintetski aparat
biljke. Razlog navedenome je smanjenje usvajanja azota u biljci usljed nedostatka vode u
zemljiStu, Sto posljedi¢no dovodi i do poremecaja u sintezi proteina, kao i ostalih metabolita u
biljnim ¢elijama ¢iji je azot esencijalni konstituent (Gonzales-Dugo i sar., 2010).

Iz rezultata sprovedene analize se takode moze vidjeti da je pri standardnim uslovima rasta
(bez stresa), vrijednost sume pigmenata hlorofila a 1 b u listovima presadnica Seri paradajza bila
viSa u varijantama gdje je izvrSen tretman presadnica stimulatorima rasta. Pri tome je najveci
uticaj na povecanje sadrzaja ukupnih hlorofila utvrden u varijantama gdje su kori$¢eni stimulatori

rasta Bio-algeen S92 i Slavol i on je u obje godine istrazivanja statisticki bio znacajno visi u
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odnosu na netretiranu varijantu, ali i na varijantu gdje je koriS¢en preparat Ergonfill. Veci
doprinos Bio-algeena S92 i Slavola sintezi hlorofila u odnosu na Ergonfill je svakako rezultat
njihovog sastava, ali i sposobnosti biljke da u datim uslovima gajenja iskoriste prisutne supstance
u navedenim preparatima za svoj razvoj. Efekat Slavola je bio i o¢ekivan ako se uzme u obzir
¢injenica da isti u sebi sadrzi bakterije azotofiksatore koje doprinose vecem stepenu usvajanja
azota od strane korijenovog sistema biljke, a samim time 1 vecoj dostupnosti azota za potrebe
sinteze hlorofila u ¢elijama listova, dok se efekat Bio-algeena S92 na sintezu hlorofila moze
pripisati sinergijskom efektu veceg broja komponenti unutar njegovog sastava. Naime, Bio-
algeen S92 u svom sastavu posjeduje veliku lepezu razli¢itih azotnih jedinjenja, medu kojima i
izvjesne koli¢ine glutamata, prekursora u sintezi pigmenta hlorofila, ¢iji sadrzaj bi svakako trebao
biti u pozitivnoj korelaciji sa sintezom navedenog pigmenta (Forde i Lea, 2007), a rezultati ovog
istrazivanja navedenu opservaciju i potvrduju.

Zanimljivost ovog dijela istrazivanja je €injenica da je u obje godine istrazivanja u varijanti
gdje je koris¢en Slavol, u listovima presadnica Seri paradajza izlozenim stresu utvrden nizi
sadrzaj hlorofila a i ukupne sume hlorofila u odnosu na varijante gdje su pri istim uslovima rasta
koris¢eni drugi stimulatori. Ovaj rezultat nije bio oc¢ekivan ako se uzme u obzir sastav Slavola i
njegov dokazan pozitivan uticaj na povecanje sadrzaja fotosintetskih pigmenata u listovima
presadnica gajenim u uslovima bez stresa.

Navedeno zapazanje upucuje na zakljuak da primjena Slavola ne moZe u velikoj mjeri
ublaziti negativne reperkusije vodnog stresa na ispitivanu biljku, barem ne sa aspekta sprecavanja
smanjenja sadrzaja fotosintetskih pigmenata u listovima, premda bi se to sa aspekta njegovog
sastava moglo ocekivati. Iz prilozenog se moze konstatovati da je sinteza fotosintetskih
pigmenata u listovima biljke gajene u stresnim uslovima u vecoj korelaciji sa stepenom stresa
biljke, a manje sa sastavom preparata Sto znaci da ako primjena odredenog stimulatora ne odgodi
ulazak biljke u stresno stanje nece moci bitno uticati ni na sintezu fotosintetskih pigmenata,
nezavisno od toga S§to posjeduje potencijal da potakne njihovu sintezu. Direktna korelacija
izmedu stepena sinteze fotosintetskih pigmenata u listovima i stepena stresa biljke potvrdena je i
u rezultatima brojnih drugih istrazivanja (Azedo-Silva i sar., 2004; Dreccer, 2005; Kovacs,

2005).

75



6.4. Povrsina listova presadnica Seri paradajza

Rezultati analize povrSine listova presadnica Seri paradajza (Lycopersicon esculentum Mill.
"Sakura") u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i1 izloZenosti presadnica uslovima

stresa prikazani su posebno za svaku godinu istrazivanja (tabela 13 i grafikon 8).

Tabela 13. PovrSina listova presadnica Seri paradajza u zavisnosti od varijante primjene

stimulatora 1 izlozenosti presadnica stresu u 2014. 1 2015. godini

Povrina listova (cm®)

Varijanta 2014 2015
1. Bio-algeen S-92 (s) 15,39 + 2,63° 16,06 +2,12°
1. Bio-algeen S-92 (k) 19,59 + 6,49° 19,86 + 2,80°
2. Slavol (s) 13,98 +£4,57° 13,93 +2,83¢
2. Slavol (k) 19,36 + 3,28 19,22 + 3,09™
3. Ergonfill (s) 15,08 + 2,23° 15,69 + 2,65
3. Ergonfill (k) 19,35 + 4,01™ 19,41 + 4,68%
4. Netretirana (s) 13,35+ 5,17° 13,21 +£ 2,958
4. Netretirana (k) 17,53 + 3,23 17,84 + 2,541
F test . ¥* S.
LSdo’os 2,186 1,746

Vrijednosti u tabeli su izraZene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,
(s) - stres, (k) - kontrola; **s. - signifikantan
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(stres) (kontrola) (kontrola) (stres) (kontrola) S92 (stres) S92(kontrola)

Grafikon 8. Povrsina listova u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i

izlozenosti presadnica stresu u 2014. 1 2015. godini
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Iz prikazanih podataka moze se vidjeti da presadnice Seri paradajza izlozene vodnom stresu
imaju znatno manju lisnu povrs$inu u odnosu na one koje nisu izlozene, nezavisno od tretmana
stimulatorom rasta, Sto je saglasno sa rezultatima mnogih radova u kojima je takode utvrdeno
smanjenje stope rasta lisne povrSine u uslovima stresa (Lei i sar., 2006, Jurekova i sar., 2011;
Aldana i sar., 2014).

Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju potvrduju tezu da je smanjenje stope rasta lisne
povrsine jedna od klju¢nih odbrambenih reakcija biljke u uslovima stresa, a ostvaruje se
zahvaljuju¢i usporavanju stope rasta biljnih ¢elija do koje dolazi ukoliko je biljka izloZzena
vodnom stresu. Naime, usljed nedostatka vode u biljci dolazi do dehidratacije biljnih ¢elija, Sto
posljedi¢no dovodi i do smanjenja unutra$njeg sadrzaja, a samim time i turgora tj. pritiska
protoplasta na ¢elijski zid. S obzirom da je rast ¢elije direktno proporcionalan rastu turgora (7aiz
i Zeiger, 2010), jasno je da ¢e se smanjenjem turgorovog pritiska smanjiti i stopa rasta biljnih
¢elija. U sustini, smanjenjem stope rasta ¢elija, biljka smanjuje i stopu rasta vanjske povrSine,
usljed Cega se smanjuje i gubitak vode iz biljke transpiracijom.

Prema podacima prikazanim u tabeli 13 se moZze vidjeti da su presadnice Seri paradajza
tretirane stimulatorima u stresnim uslovima imale neSto viSu lisnu povrSinu u odnosu na
netretirane presadnice izlozene istim uslovima rasta. Iz navedenog se moze zakljuciti da je
primjena stimulatora rasta pozitivno uticala na odlaganje ulaska biljke u stanje stresa, pa su se i
posljedice stresa u smislu smanjenja lisne povr§ine u tim varijantama manjim intenzitetom
ostvarivale.

U obje godine istrazivanja najveca povrSina listova u presadnicama Seri paradajza,
posmatrano unutar istih uslova rasta, ostvarena je u varijanti gdje je koriS¢en preparat Bio-algeen
S92. Takode i najsporije smanjenje povrsine listova usljed izlaganja presadnica vodnom stresu
ostvarena je u istoj varijanti $to ide u prilog tezi da Bio-algeen S92 u odnosu na druge koriS¢ene
preparate pokazuje najveci efekat na smanjenje negativnih reperkusija vodnog stresa na biljku.
Pozitivni efekti ovog preparata, tacnije ekstrakta alge Ascophyllum nodosum (L) Le Jolis na
odgadanje ulaska biljke u stresno stanje je dokazan u brojnim nau¢nim radovima (Nabati i sar.,
1994; Dhargalkar i Pereira, 2005; Jayaraman i sar., 2011), medutim ni u jednom prilozenom
radu nije naznacen podatak o tome koji dio sastojka alge je direktno odgovoran za navedeni
efekat pa se Cesto pozitivan uticaj primjene ekstrakta morskih algi na ublazavanje posljedica

stresa pripisuje ili sinergijskom efektu vise sastojaka ili se pretpostavlja koji dio sastojka alge bi
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mogao najvise doprinijeti odgadanju ulaska biljke u stresno stanje. Realno, takvi zakljuccei su i
jedino moguci jer je teSko izdvojiti sastojke iz ekstrakta morske alge i posmatrati ih odvojeno, a
osim toga tada se ne bi moglo ni govoriti o uticaju ekstrakta alge na ispitivane parametre ve¢ o
uticaju izdvojenog sastojka. Isti slucaj je 1 sa preparatom Ergonfillom koji takode predstavlja
mjeSavinu razliCitih sastojaka za koje se pretpostavlja da bi mogli doprinijeti jaCanju mehanizma
odbrane biljke protiv stresa.

Kad je rije¢ o preparatu Slavol, efekte njegovog uticaja na fizioloSke procese u biljci je
lakSe dokazati i objasniti jer se ovaj preparat prakticki sastoji iz tri komponente, pa se njihovim
izdvajanjem 1 testiranjem moze utvrditi uticaj svake pojedinacne komponente na biljku. Veca
povrSina listova kod presadnica Seri paradajza tretiranim Slavolom je bila ocekivana pri
standardnim uslovima rasta jer je dokazano da hormon auksin koji je sastavni dio ovog preparata,
moze doprinijeti vecoj povrsini korijena, a samim time i vecoj apsorpciji vode i hranjiva od
strane korijena S§to pak stvara bolje preduslove za rast ¢elija lista. Ako se tome doda podatak da
Slavol zbog prisustva bakterija azotofiksatora i1 fosfomineralizatora moZe da doprinese vecem
usvajanju azota i fosfora u biljci, ve¢a povrSina listova se moze smatrati realnim ishodom
prethodno navedene uzro¢no-posljedicne veze. Ono S$to nije bilo ocekivano u ovom istrazivanju
je velik intenzitet smanjenja stope rasta listova kod presadnica Seri paradajza tretiranim
Slavolom, a izloZzenim vodnom stresu. Naime, presadnice Seri paradajza tretirane Slavolom i
netretirane presadnice su u uslovima stresa imale statisticki zna¢ajno manju povrsinu listova u
poredenju sa presadnicama u svim ostalim varijantama, §to je za netretirane presadnice bio
oc¢ekivan podatak, ali ne i za presadnice tretirane Slavolom. Budu¢i da je smanjenje stope rasta
lisne povrSine fizioloski odgovor biljke na stresno stanje, sam po sebi se namece zakljucak da
primjena Slavola manje doprinosi odbrambenim mehanizmima presadnica Seri paradajza na

vodni stres u odnosu na Bio-algeen S92 i Ergonfill.
6.5. Aktivnost antioksidacijskih enzima u listovima presadnica Seri paradajza

Aktivnost enzima iz grupe peroksidaza (pirogalol, gvajakol i askorbat peroksidaza) u
listovima presadnica Seri paradajza (Lycopersicon esculentum Mill. "Sakura") mjerena je tokom

pet dana od momenta kada su se na prvim presadnicama u ogledu pojavili vizualno uoc€ljivi efekti

suse u vidu padajuce forme listova.
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Svako ispitivanje aktivnosti pojedinog enzima unutar jedne varijante je izmjereno u tri
ponavljanja, a s obzirom da je ogled istovjetno ponovljen tri puta, kona¢na srednja vrijednost

aktivnosti pojedinog enzima unutar svake varijante je predstavljala prosjek devet mjerenja.

6.5.1. Aktivnost pirogalol peroksidaze (PPX)

Srednje vrijednosti aktivnosti enzima pirogalol peroksidaze (PPX) u listovima presadnica
Seri paradajza u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica

uslovima stresa su prikazane grafikonima posebno za svaku godinu istrazivanja (grafikon 9 i 10).

==¢==Bio-algeen S92 (stres) ==¢=Slavol (stres)
=== Bio-algeen $92 (kontrola) «=s==Slavol (kontrola)
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(umol min"t mg! proteina)
Aktivnost PPX
(umol mint mg? proteina)

1DAN 2DAN 3DAN 4DAN 5DAN 1DAN 2DAN 3DAN 4DAN 5DAN
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Grafikon 9. Dinamika aktivnosti pirogalol peroksidaze (PPX) u listovima presadnica Seri

paradajza u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i izloZenosti
presadnica stresu u 2014. godini
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==¢==Bio-algeen S92 (stres)
=—s==Bjo-algeen S92 (kontrola)
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Grafikon 10. Dinamika aktivnosti pirogalol peroksidaze (PPX) u listovima presadnica Seri
paradajza u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i izloZenosti

presadnica stresu u 2015. godini

Iz prilozenih grafikona moze se vidjeti da je u obje godine istrazivanja aktivnost PPX bila
znacajno veca u listovima presadnica Seri paradajza izlozenim vodnom stresu u odnosu na
neizloZene, nezavisno od tretmana presadnica ispitivanim preparatima. Iz navedenog se moze
zakljuciti da presadnice Seri paradajza u uslovima stresa intenzivno pokre¢u svoj enzimski
antioksidativni sistem u kojem bitnu ulogu imaju i enzimi iz klase III biljnih peroksidaza.
Navedeni enzimi svojom aktivnos$¢éu redukuju reaktivno kiseonikovo jedinjenje vodonik peroksid
u vodu, pri ¢emu im pirogalol moze sluziti kao supstrat za doniranje elektrona.

Porast rasta aktivnosti PPX u svim varijantama izloZenim stresu utvrden je ve¢ u prvom
danu mjerenja, a s odmicanjem stresa aktivnost navedenog enzima je u listovima presadnica u

pravilu rasla. Prosjecna srednja vrijednost aktivnosti PPX je u obje godine istraZivanja bila
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najviSa zadnjeg, petog dana izlaganja biljki stresu i to oc¢ekivano u netretiranoj varijanti tj. u
varijanti u kojoj presadnice Seri paradajza prije izlaganja stresu nisu bile tretirane stimulatorima
rasta, a iznosila je prosje¢no 3,31 odnosno 3,2 umol min™ mg” proteina, zavisno od godine
istrazivanja. Interesantan podatak je da su prosjecne srednje vrijednosti aktivnosti PPX u
netretiranoj varijanti u zadnjim danima mjerenja za priblizno tri puta bile viSe u odnosu na
vrijednosti dobijene u njenoj kontroli, tj. u netretiranoj varijanti u kojoj presadnice Seri paradajza
nisu bile izloZene stresu.

Razlike u srednjim vrijednostima aktivnosti PPX izmedu varijanti u kojima su presadnice
Seri paradajza prije izlaganja stresa bile tretirane stimulatorima rasta i njihovih kontrola u kojima
presadnice tretirane istim stimulatorima rasta nisu izlagane stresu, su bile znatno manje i to
nezavisno od dana ispitivanja. Ovi rezultati pokazuju da primjena koriS¢enih stimulatora rasta
ima svoju opravdanost sa aspekta odgadanja ulaska presadnica Seri paradajza u stanje stresa, a
samim time 1 sa aspekta unaprijedenja proizvodnje Seri paradajza u uslovima suse.

Kod donoSenja zakljucaka o efikasnosti primjene biostimulatora na antioksidativni sistem
odbrane biljke, a samim time i na aktivnost PPX, nuzno je imati u vidu njihov hemijski sastav,
kao 1 njihov uticaj na fizioloSke procese u biljnim ¢elijama. Mnoga istrazivanja su pokazala da
preparati koji u sebi sadrze Siroku lepezu osmotski aktivnih materija ili njihovih derivata (prolin,
glicin betain), pozitivno uticu na odrzavanje homeostaze u biljnim celijama, Sto u krajnjem
dovodi 1 do njihove bolje adaptilnosti na stresne uslove (Zhang i sar., 2005; Canellas i sar., 2008;
Calvo i sar., 2014). Budu¢i da preparati Ergonfill i Bio-algeen S92 imaju znatno kompleksniji
sastav, a koji je obiljezen 1 veCom brojnoS¢u osmolita i uopste fizioloski aktivnih materija, za
pretpostaviti je bilo da ¢e se njihova primjena odraziti na bolju adaptaciju biljke na uslove stresa
u odnosu na netretiranu varijantu, $to su rezultati ovog dijela istrazivanja djelomicno i potvrdili,
barem kad je u pitanju ogled proveden 2014. godine.

Slavol, za razliku od preparata Bio-algeena S92 i Ergonfilla u svom sastavu sadrzi manje
fizioloski aktivnih materija, posebno onih koji sudjeluju u odrzavanju homeostaze, te je za
pretpostaviti bilo da njegova primjena iskaze slabiji efekat na ublazavanje posljedica stresa kod
presadnica Seri paradajza. Ovakva pretpostavka jeste bila potvrdena u 2014. godini, ali ne i u
2015. gdje je primjena Slavola pokazala najveci uticaj na usporavanje aktivnosti PPX, a §to se
moze vidjeti 1 iz rezultata provedene analize varijanse (tabela 14 1 15). Iz rezultata provedene

analize varijanse se takode moze vidjeti da se prosjecne vrijednosti aktivnosti PPX u kontrolnim
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varijjantama tj. u varijantama u kojima presadnice nisu bile izloZene stresu medusobno nisu
znacajno razlikovale, nezavisno da li su i kojim preparatom presadnice Seri paradajza prethodno
bile tretirane. Navedeni rezultati upucuju na zakljucak da je intenzivni porast aktivnosti PPX

prvenstveno rezultanta nivoa stresa u samoj biljci.

Tabela 14. Prosjecne srednje vrijednosti aktivnosti PPX u listovima u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta 1 izlozenosti presadnica stresu u 2014. godini

2014. godina

Varijanta Aktivnost PPX (umol min™ mg proteina)
Dan 1 Dan 2 Dan 3 Dan 4 Dan 5

1. Bio-algeen S92 (s) 0,63 £0,30™° 1,21 +0,29° 1,41+020° 2,06+0,39° 222+0,55%
1. Bio-algeen S92 (k) 0,480,127  0,67+0,32"  1,02+£0,30° 1,19+044° 122+0,35°
2. Slavol (s) 0,97 +0,31° 1,560,223 247+038  3,01+0,50a 3,10+0,20%
2. Slavol (k) 0,71+£0,10™ 0,83+0,43% 1,11+021° 1,18+0,46° 1,23+04I1°
3. Ergonfill (s) 0,77 £0,30™ 1,32+0,20° 2,01+0,39° 223+047° 2,55+0,70°
3. Ergonfill (k) 0,60 + 0,507 0,86 +020" 1,21+0,36° 1,16+£026° 1,33+0,16°
4. Netretirano (s) 0,83 +0,27° 1,64+036° 243+0,57° 2,99+0,38" 331+1,09°
4. Netretirano (k) 0,55+0,33 0,81 +0,25 1,19+0,13% 1,25+0,30° 1,30+ 0,40°
F test . k* S. S. S. S.
LSDy5 0,27 0,29 0,33 0,37 0,51

Vrijednosti u tabeli su izrazene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija, * - signifikantan
(s) - stres, (k) - kontrola; **s. - signifikantan

Tabela 15. Prosjecne srednje vrijednosti aktivnosti PPX u listovima u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica stresu u 2015. godini

2015. godina

Varijanta Aktivnost PPX (umol min"' mg proteina)

Dan 1 Dan 2 Dan 3 Dan 4 Dan 5
1. Bio-algeen S92 (s) 1,07 +024™ 1,61+£0,29° 2,86+0,51° 2,75+0,53* 3,10+0,71"
1. Bio-algeen S92 (k) 0,48+0,19¢ 0,91+0,28° 1,02+023*" 1,28+0,29° 1,09+0,55°
2. Slavol (s) 0,97 +0,61° 1,01 £040%° 1,45+0,24 1,92+046 1,89+0,55%
2. Slavol (k) 0,78 £0,17%" 0,95+ 0,23° 0,.85+036 1,03+0,25 0,98 £0,31°
3. Ergonfill (s) 1,35+0,39® 1,37+0,18° 1,60+0,56° 2,20+0,50° 1,92+ 0,46°
3. Ergonfill (k) 0,89 £0,26°° 1,00+0,26° 127+034°" 1,12+0,52° 1,04 +0,54°
4. Netretirano (s) 1,48+025 242+046° 2,70+0,84" 264+047° 3,20+0,42°
4. Netretirano (k) 0,52+0,13®  1,24+0,31°7 1,38+0,67°° 1,19+£0,38° 1,07+ 0,40°
F test S.H* S. S. S. S.
LSDys 0,29 0,29 0,47 0,39 0,46

Vrijednosti u tabeli su izraZene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka £ standardna devijacija, * - signifikantan
(s) - stres, (k) - kontrola;, **s. - signifikantan
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6.5.2. Aktivnost gvajakol peroksidaze (GPX)

U grafikonima 11 i 12 navedene su prosjecne srednje vrijednosti aktivnosti gvajakol
peroksidaze (GPX) u listovima Seri paradajza u zavisnosti od tretmana stimulatorom rasta i

izloZenosti presadnica stresu, posebno za svaku godinu istrazivanja.
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Grafikon 11. Dinamika aktivnosti gvajakol peroksidaze (GPX) u listovima u zavisnosti

od varijante primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica stresu u
2014. godini
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Grafikon 12. Dinamika aktivnosti gvajakol peroksidaze (GPX) u listovima u zavisnosti od

varijante primjene stimulatora rasta i izlozenosti presadnica stresu u 2015. godini

Iz prikazanih grafikona se moze vidjeti da je aktivnost gvajakol peroksidaze (GPX) u obje
godine istrazivanja bila znacajno veca u listovima presadnica Seri paradajza izloZzenim vodnom
stresu u odnosu na neizlozene, nezavisno od toga da li su presadnice prethodno bile tretirane
stimulatorom rasta ili ne. Navedena zapazanja ukazuju na ¢injenicu da biljke u uslovima stresa, tj
u uslovima kada se pokrene lanac oksidacijskih oSte¢enja u biljnim celijama, aktiviraju svoj
potencijal usmjeren u pravcu vecée aktivacije antioksidacijskih enzima, ukljucujuéi i GPX, a sa
ciljem neutralisanja negativnog djelovanja vodonik peroksida ¢ija je aktivnost u uslovima stresa
znatno izrazajnija (Mathe i sar., 2010). Kao i ostale peroksidaze i GPX svoju aktivnost u
neutralizaciji vodonik peroksida pokazuje ubrzavanjem oksido-redukcijskih reakcija izmedu
vodonik peroksida i razli¢itih reduktanata, s tim da za navedeno djelovanje GPX preferira

aromatske donora elektrona (Cosio i Dunand, 2009).
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U obje godine istrazivanja, u listovima svih ispitivanih presadnica Seri paradajza izlozenim
susi, porast aktivnosti GPX je utvrden ve¢ prvog dana od momenta izazivanja stresa. Trend
kontinuiranog rasta aktivnosti GPX u listovima presadnica izlozenim stresu nastavljen je i u
sljede¢im danima stresa, sve do petog, zavrSnog dana mjerenja, kada je aktivnost GPX porasla i
viSe od dva puta u odnosu na svoje kontrole, tj. u odnosu na presadnice Seri paradajza koje nisu
bile izlagane stresu.

Najveca aktivnost GPX je utvrdena u zadnjem, petom danu ispitivanja i to ocekivano u
netretiranoj varijanti izloZenoj stresnim uslovima, a iznosila je 0,28, odnosno 0,27 pmol min" mg
proteina, zavisno od godine istrazivanja. U varijantama gdje su presadnice Seri paradajza prije
izlaganja stresu bile tretirane stimulatorima rasta, trend rasta aktivnosti GPX je postojao, ali je
bio niZi u odnosu na netretirane varijante, iz ¢ega se moze zakljuciti da njihova primjena utice
povoljno na odgadanje stresa, a samim time 1 na smanjenu hiperprodukciju slobodnih radikala.

Rezultati analize varijanse srednjih vrijednosti izmedu svih varijanti tokom pet dana
mjerenja (ANOVA) su 1 statisticki potvrdili prethodno navedena zapazanja (tabela 16 1 17).
ANOVA je pokazala i da se prosjecne srednje vrijednosti aktivnosti GPX u kontrolnim
varijantama nisu statisticki znacajno mijenjale unutar svakog ispitivanog dana, nezavisno da li su
1 kojim su preparatom presadnice prethodno bile tretirane. Isti obrazac ponaSanja za sva

spomenuta zapazanja bio je utvrden u obje godine istraZivanja.

Tabela 16. Prosjecne srednje vrijednosti aktivnosti GPX u listovima u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta 1 izlozenosti presadnica stresu u 2014. godini

2014. godina

Varijanta Aktivnost GPX (umol min™ mg™ proteina)

Dan 1 Dan 2 Dan 3 Dan 4 Dan 5
1. Bio-algeen S92 (s) 0,11 £0,05™ 0,15+0,05™ 0,18 +0,06*" 0,22 +0,08° 0,23 +0,08"°
1. Bio-algeen S92 (k) 0,06 +0,05°  0,07+0,05° 0,07+0,05° 0,10+0,03° 0,12+0,06°
2. Slavol (s) 0,11+0,03*" 0,14+0,04*" 0,20+0,09"° 0,22 +0,06 0,24+ 0,10™
2. Slavol (k) 0,07 £0,05°°  0,09+0,05 0,09+0,08 0,11 +0,07° 0,12 +0,08°
3. Ergonfill (s) 0,11 £0,07° 0,16+0,05" 0,18+0,05 0,20+0,05° 0,21 +0,07"°
3. Ergonfill (k) 0,07 +0,05° 0,10+ 0,04 0,13 +0,08% 0,12+0,04° 0,12 +0,06°
4. Netretirano (s) 0,14+0,05° 0,18+0,05° 021+0,12° 025+0,11° 0,28+0,08"
4. Netretirano (k) 0,08 £0,07"° 0,10+£0,05° 0,12+0,03°“ 0,13+0,05° 0,12 +0,03°
F test S ** S. S. S. S.
LSDy5 0,048 0,043 0,071 0,059 0,070

Vrijednosti u tabeli su izraZene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,
(s) - stres, (k) - kontrola; **s. - signifikantan
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Tabela 17. Prosjecne srednje vrijednosti aktivnosti GPX u listovima u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta 1 izlozenosti presadnica stresu u 2015. godini

2015. godina

Varijanta Aktivnost GPX (umol min™ mg™ proteina)

Dan 1 Dan 2 Dan 3 Dan 4 Dan 5
1. Bio-algeen S92 (s) 0,11 £0,03Y 0,16+ 0,07 0,19+ 0,09 0,20 +0,12*¢ 0,24 + 0,08%
1. Bio-algeen S92 (k)  0,07+£0,03°  0,08+0,05° 0,08+0,04° 0,10£0,07° 0,09 +0,05°
2. Slavol (s) 0,12+0,03*  0,15+0,07°" 0,19+0,05* 0,21 0,07 0,21 £0,08"
2. Slavol (k) 0,07+0,05° 0,08+0,02° 0,09+0,03 0,09+0,05 0,11+0,07°
3. Ergonfill (s) 0,13+£0,06° 020+0,07" 022+0,09" 021+006" 0,21 +0,05™
3. Ergonfill (k) 0,07 +0,04° 0,13+0,05% 0,14 +0,03% 0,12+0,05° 0,14 +0,03°
4. Netretirano (s) 0,20+0,06°  023+0,09° 024+0,05 025+0,05 027+0,07"
4. Netretirano (k) 0,09 +0,06°° 0,11 +0,05° 0,11+0,04° 0,12+0,05° 0,12+0,04°
F test % % % % %
LSDy5 0,034 0,055 0,048 0,063 0,056

Vrijednosti u tabeli su izraZene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,
(s) - stres, (k) - kontrola; **s. - signifikantan

6.5.3. Aktivnost askorbat peroksidaze (APX)

Askorbat peroksidaza (APX) je enzim iz grupe peroksidaza ¢ija je takode glavna funkcija
uklanjanje vodonik peroksida, a s ciljem sprecavanja nastajanja jako reaktivnih radikala koji
mogu oksidovati ¢elijske komponente 1 uzrokovati ostecenja Celije. Aktivnost APX je usmjerena
u pravcu prevodenja vodonik peroksida (H>O;) u dvije molekule vode pomocu askorbata i smatra
se da ovaj enzim ima vrlo visok afinitet za vodonik peroksid.

U grafikonima 13 i 14 navedene su prosje¢ne srednje vrijednosti aktivnosti askorbat
peroksidaze (APX) u listovima Seri paradajza mjerene u periodu od pet dana, a u zavisnosti od
tretmana stimulatorom rasta i izlozenosti presadnica stresu. Rezultati su prikazani posebno za

svaku godinu istrazivanja.
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Grafikon 13. Dinamika aktivnosti askorbat peroksidaze (APX) u listovima u zavisnosti od

varijante primjene stimulatora rasta 1 izlozenosti presadnica stresu u 2014. godini
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Grafikon 14. Dinamika aktivnosti askorbat peroksidaze (APX) u listovima u zavisnosti od

varijante primjene stimulatora rasta i izlozenosti presadnica stresu u 2015. godini
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Dobijeni rezultati pokazuju da je u obje godine istrazivanja aktivnost APX bila veca u
listovima presadnica Seri paradajza izlozenim stresu, nezavisno od toga da li su navedene
presadnice prethodno bile tretirane stimulatorom rasta ili ne. I ovi podaci potvrduju €injenicu da
biljke kao odgovor na stres pokrecu aktivaciju velikog broja razli€itih antioksidacijskih enzima, a
medu njima i aktivnost APX (4rora i sar., 2002). 1z prikazanih grafikona se takode moze vidjeti
da je u obje godine istrazivanja u svim varijantama u kojima su presadnice Seri paradajza bile
izloZzene stresu, APX postizala maksimum aktivnosti u tre¢em ili ¢etvrtom danu od momenta
izazivanja stresa, te da je u sljede¢im danima intenzitet aktivnosti APX padao. Najveca prosjena
vrijednost aktivnosti APX u 2014. godini utvrdena je tre¢eg dana ispitivanja u netretiranoj
varijanti i iznosila je 0,91 pmol min™ mg proteina. U 2015. godini aktivnost APX je bila najveéa
u Cetvrtom danu ispitivanja i to u varijanti u kojoj su biljke prije izlaganja stresu bile tretirane
Ergonfillom. Navedeni rezultat u 2015. godini nije bio oc¢ekivan s obzirom na pretpostavku da je
za oc¢ekivati bilo da njegova primjena vise djeluje na ublazavanje stresa, a s tim 1 na smanjenje
potrebe biljke za aktivacijom antioksidacijskih enzima, u ovom slucaju APX.

U kontrolnim varijantama tj. u varijantama gdje presadnice Seri paradajza nisu bile izlagane
stresu, intenzitet aktivnosti APX je bio manji, nezavisno od tretmana stimulatorom rasta.

Provedena analiza varijanse srednjih vrijednosti izmedu svih varijanti tokom pet dana

mjerenja (ANOVA) je i statisticki potvrdila prethodno navedenu predpostavku (tabela 18 1 19).

Tabela 18. Prosjecne srednje vrijednosti aktivnosti APX u listovima u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica stresu u 2014. godini

2014. godina

Varijanta Aktivnost APX (umol min™ mg™” proteina)

Dan 1 Dan 2 Dan 3 Dan 4 Dan 5
1. Bio-algeen S92 (s) 0,08 £0,05° 0,26 +0,13"Y 0,66 +0,20° 0,61 +0,18° 0,41 +0,11°
1. Bio-algeen S92 (k)  0,07+£0,03° 0,11+0,07° 0,15+0,09° 0,22+0,08° 0,21 +0,06°
2. Slavol (s) 0,11 +0,03* 0,27+0,08 0,63+0,19" 0,71+£0,11° 0,38 0,08
2. Slavol (k) 0,11+0,08" 0,13+0,05 021+0,05 024+0,08 0,19+0,11°
3. Ergonfill (s) 0,16+0,08° 031+0,11° 070+0,14° 0,54+0,10 0,32 + 0,08
3. Ergonfill (k) 0,09+0,04° 0,13+0,07° 0,18+0,05 021+0,07° 0022+0,05°
4. Netretirano (s) 0,17£0,06° 045+0,13° 091+0,15  0,53+0,14™ 0,33 +0,06™
4. Netretirano (k) 0,10+0,07° 0,12+0,05 021+0,066 022+0,066 0,17 +0,05°
F test S ¥* S. S. S. S.
LSDy5 0,055 0,087 0,117 0,107 0,072

Vrijednosti u tabeli su izraZene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,

(s) - stres, (k) - kontrola;, **s. - signifikantan
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Tabela 19. Prosjec¢ne srednje vrijednosti aktivnosti APX u listovima u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta 1 izlozenosti presadnica stresu u 2015. godini

2015. godina
Varijanta Aktivnost APX (umol min™ mg™ proteina)
Dan 1 Dan 2 Dan 3 Dan 4 Dan 5
1. Bio-algeen S92 (s)  0,09+0,04° 0,16 +0,11"° 026+0,08"° 0,65+0,18™ 0,46 +0,19"
1. Bio-algeen S92 (k)  0,05+0,03Y  0,12+0,04°° 0,11+0,05  0,19+0,07° 0,19+0,07°

2. Slavol (s) 0,13+0,07° 0,18+0,10° 0,70+0,12° 0,67+0,14° 0,38+0,14™
2. Slavol (k) 0,07 +0,03%  0,07+0,03° 0,08+0,04° 0,24+0,10® 0,23 +0,09°
3. Ergonfill (s) 0,18 £0,09° 0,18+0,07° 083+0,16 1,09+0,37° 0,51£0,10°
3. Ergonfill (k) 0,04 £0,04° 0,12+£0,05"° 027+0,18° 0,39+0,12* 0,24+0,10°
4. Netretirano (s) 0,22+0,05° 0,28+0,13* 0,74+021° 0,49+0,11° 0,37+0,12™¢
4. Netretirano (k) 0,09+ 0,05 0,12+0,05°° 0,12+0,077  0,36+0,12°" 0,27+ 0,08
F test S ** S. S. S. S.
LSDy5 0,052 0,075 0,116 0,157 0,108

Vrijednosti u tabeli su izraZene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,
(s) - stres, (k) - kontrola;, **s. - signifikantan

6.5.4. AKktivnost katalaze (CAT)

Katalaza je enzim koji takode ubrzava neutralizaciju reaktivnog jedinjenja vodonik
peroksida (H,0O;) i to na nain da vr§i njegovu disproporcionaciju na kiseonik 1 vodu.
Specifi¢nost katalaze je u tome Sto ima nizak afinitet za supstrat jer u reakciji neutralizacije
zahtjeva vezanje dviju molekula vodonik-peroksida (H,O,) na aktivno mjesto enzima (Scandalios
i sar., 1997).

U grafikonima 15 i 16 prikazane su prosjecne srednje vrijednosti aktivnosti katalaze (CAT)
u listovima Seri paradajza u zavisnosti od tretmana stimulatorom rasta i1 izlozenosti presadnica

stresu, posebno za svaku godinu istraZivanja.
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Grafikon 15. Dinamika aktivnosti katalaze (CAT) u listovima u zavisnosti od varijante primjene
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Grafikon 16. Dinamika aktivnosti katalaze (CAT) u listovima u zavisnosti od varijante primjene

stimulatora rasta i1 izloZenosti presadnica stresu u 2015. godini
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Prema podacima prikazanim u grafikonima 15 i 16 moze se konstatovati da je u obje
godine istrazivanja aktivnost CAT bila veca u listovima presadnica Seri paradajza izlozenim
stresu, nezavisno od tretmana stimulatorima rasta. Povec¢ana aktivnost CAT u listovima biljaka
izlozenim stresu utvrdena je i u brojnim drugim istrazivanjima (Bailly i sar., 2000; Tohidi-
Moghadam i sar., 2009; Zanjani i sar., 2012). Iz prikazanih grafikona se takode moze vidjeti da
je u obje godine istrazivanja porast aktivnosti CAT u svim "stresiranim" biljkama bio manje
izrazen u prvim danima stresa, te da je tek u tre¢em ili Cetvrtom danu izlaganja biljaka stresu
aktivnost CAT znacajnije dobila na intenzitetu. Izuzetak od navedenog pravila je zabiljezen
tokom 2014. godine i to u varijantama gdje su presadnice prije izlaganja stresu bile tretirane
Slavolom ili Bio-algeenom S92, a u kojima nije doSlo do naglog porasta intenziteta aktivnosti
CAT, nezavisno od dana mjerenja.

Ako se navedeni rezultati porede sa rezultatima analize aktivnosti PPX 1 GPX dobijenim u
ovom istrazivanju onda se moze uociti vrlo bitna razlika. PPX i GPX su ve¢i intenzitet aktivnosti
u listovima ostvarivale u prvim danima izlaganja presadnica Seri paradajza stresu i sve do
prestanka izlaganja biljki stresu aktivnost navedenih enzima je imala uzlaznu putanju. Takva
konstatacija se ne moze dati za CAT, ne samo iz razloga Sto je njena veca aktivnost u pravilu
zabiljeZena u tre¢em danu stresa, ve¢ 1 zbog toga Sto aktivnost CAT sa odmicanjem stresa nije
uvijek imala uzlaznu putanju. Naime, u pojedinim varijantama ogleda u zadnjem (petom), a
ponegdje i u cetvrtom danu izlaganja presadnica Seri paradajza stresu, aktivnost CAT je naglo
padala. Ova konstatacija se u prvom redu odnosi na netretiranu varijantu.

Ako se posmatra uticaj stimulatora rasta na aktivnost CAT, iz dobijenih rezultata se moze
vidjeti da je u obje godine istrazivanja u varijantama gdje su presadnice Seri paradajza prije
izlaganja stresu bile tretirane Bio-algeenom S92, aktivnost CAT bila najmanje izrazena. Iz
navedenog se moze zakljuciti da su presadnice Seri paradajza tretirane ovim preparatom imale 1
najvecu adaptilnost na stres, a §to navodi na zakljuCak da primjena ovog preparata moze u
odredenoj mjeri ublaziti Stetan uticaj vodnog stresa na biljku. U kontrolnim varijantama, odnosno
u varijantama gdje presadnice Seri paradajza nisu bile izlagane stresnim uslovima, aktivnost
enzima CAT se tokom pet dana mjerenja nije statisticki znaajno mijenjala, Sto potvrduju i

rezultati provedene analize varijanse (tabela 201 21).
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Tabela 20. Prosjecne srednje vrijednosti aktivnosti CAT u listovima u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta 1 izlozenosti presadnica stresu u 2014. godini

Varijanta

2014. godina

Aktivnost CAT (umol min™ mg' proteina)

Dan 1 Dan 2 Dan 3 Dan 4 Dan 5
1. Bio-algeen S92 (s) 0,006 +0,004° 0,008 +0,007°" 0,008 +0,004° 0,012 +0,007° 0,017 +0,007>
1. Bio-algeen S92 (k) 0,002 +0,003° 0,007 + 0,005 0,005+0,005° 0,007 +0,004° 0,005 + 0,003°
2. Slavol (s) 0,012+ 0,005% 0,023 +0,009° 0,019+0,011® 0,022+ 0,012° 0,026 = 0,016
2. Slavol (k) 0,004 + 0,003 0,003 +0,004° 0,004 +0,005° 0,007 +0,005* 0,008 = 0,004°
3. Ergonfill (s) 0,012+ 0,004° 0,010+ 0,007°° 0,008 +0,002° 0,050 +0,018° 0,019 + 0,009™
3. Ergonfill (k) 0,003 + 0,002 0,004 = 0,005 0,008 +0,005° 0,010+ 0,005 0,006 + 0,002°
4. Netretirano (s) 0,020 = 0,006°  0,015+0,005° 0,021 +0,012° 0,096+ 0,012° 0,019 0,008
4. Netretirano (k) 0,003 + 0,004 0,007 £ 0,004 0,007 +0,005° 0,016 = 0,010 0,008 = 0,007°
F test . H* S. S. s. S.
LSDys 0,0042 0,0057 0,0064 0,0092 0,0074

Vrijednosti u tabeli su izraZene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,

(s) - stres, (k) - kontrola;, **s. - signifikantan

Tabela 21. Prosjecne srednje vrijednosti aktivnosti CAT u listovima u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica stresu u 2015. godini

2015. godina

Varijanta Aktivnost CAT (umol min" mg™' proteina)

Dan 1 Dan 2 Dan 3 Dan 4 Dan 5
1. Bio-algeen S92 (s) 0,009 +0,002  0,012+0,007° 0,018+ 0,008 0,024 + 0,006 0,045+ 0,017
1. Bio-algeen S92 (k) 0,008+ 0,005 0,010 +0,005°" 0,011 +0,005° 0,012+0,006° 0,015=0,010°
2. Slavol (s) 0,016 £0,005  0,014+0,003* 0,061 =0,012° 0,085+0,014" 0,040 +0,010™
2. Slavol (k) 0,011£0,005 0,010 0,004 0,013 0,006 0,017 0,005 0,016 = 0,008°
3. Ergonfill (s) 0,010+ 0,007  0,015+0,005° 0,019+0,007° 0,031 +0,012° 0,072+ 0,018°
3. Ergonfill (k) 0,007 £0,004  0,010=0,003° 0,012+0,006« 0,010 +0,006° 0,016 = 0,013°
4. Netretirano (s) 0,014+0,005 0,016=0,004 0,045+0,011° 0,092+0,013* 0,033 +0,011%
4. Netretirano (k) 0,009+ 0,003  0,010+0,005" 0,009 +0,002° 0,012+0,007° 0,015+ 0,009°
F test n.s.** S. S. S. S.
LSDy s - 0,0042 0,0072 0,0085 0,0112

Vrijednosti u tabeli su izraZene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,

(s) - stres, (k) - kontrola; ** n.s. - nije signifikantan, s. - signifikantan

6.5.5. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD)

U ovom istrazivanju aktivnost superoksid dismutaze (SOD) u listovima u zavisnosti od

tretmana stimulatorom rasta i izlozenosti presadnica Seri paradajza stresu prikazana je posebno za

svaku godinu istrazivanja (grafikoni 17 1 18).
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Grafikon 18. Dinamika aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) u listovima u zavisnosti od

varijante primjene stimulatora rasta i izlozenosti presadnica stresu u 2015. godini
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Superoksid dismutaza (SOD) je enzim koji uklanja vrlo reaktivne i opasne superoksid
radikale koji intenzivno nastaju u stresnim uslovima, prvenstveno kao posljedica poremecaja u
prenosu elektrona u procesima disanja i fotosinteze. Buduc¢i da je superoksid radikal prekursor u
nastajanju drugih reaktivnih kiseonikovih radikala (hidroksil radikal, vodonik peroksid), njegovo
uklanjanje smatra se prvom linijom odbrane biljne ¢elije od oksidacijskih oStecenja (Salin, 1987;
Arora i sar., 2002 Bailey i Mittler, 2010).

Iz podataka prikazanih u grafikonima 17 1 18 moze se vidjeti da je u obje godine
istrazivanja aktivnost SOD viSe bila izrazena u listovima presadnica Seri paradajza izlozenim
vodnom stresu u odnosu na neizlozene, nezavisno od tretmana presadnica ispitivanim
preparatima, Sto je u kompatibilnosti i sa aktivnoc¢u drugih antioksidacijskih enzima obuhvacenih
ovim istrazivanjem. Ocito je da nedostatak vode vrlo brzo inicira stresno stanje, te da biljka kao
odgovor na navedeno pokrece cijeli lanac odbrambenih mehanizama, a medu njima i vecu
aktivnost SOD (Mafakheri i sar., 2011).

U obje godine istrazivanja porast aktivnosti SOD u listovima Seri paradajza u svim
varijantama izloZzenim stresu utvrden je ve¢ u prvom danu mjerenja, a s odmicanjem stresa
aktivnost navedenog enzima je sve vise rasla, sve do cetvrtog dana kada bi aktivnost SOD u
pravilu dosegla svoj maksimum. U petom, odnosno zadnjem danu mjerenja utvrden je pad
aktivnosti SOD i to posebno u netretiranoj varijanti. [zuzetak od navedenog pravila zabiljezen je
2014. godine u varijanti gdje su presadnice prije izlaganja stresu bile tretirane Bio-algeenom S92,
a u kojoj je aktivnost SOD rasla i u petom danu mjerenja.

Iz prikazanih grafikona se takode moze vidjeti da je u listovima presadnica Seri paradajza
koje su prije izlaganja stresu bile tretirane stimulatorima rasta, rast aktivnosti SOD bio znatno
sporiji u odnosu na netretiranu varijantu. Buduci da je porast aktivnosti SOD indikator stresnog
stanja u biljci navedena konstatacija upucuje na zakljuCak da primjena stimulatora rasta
koriS¢enih u ovom istraZivanju pokazuje znacajan efekat sa aspekta odgadanja ulaska presadnica
Seri paradajza u stanje stresa, a $to potvrduju i rezultati provedene analize varijanse (tabela 22 i
23). Rezultati analize varijanse (ANOVA) su pokazali i da izmedu varijanti gdje presadnice Seri
paradajza nisu bile izlagane stresnim uslovima, nije postojala statisticki znacajna razlika u
aktivnosti SOD, nezavisno od tretmana stimulatorima rasta, iz ¢ega se moze zakljuciti da
navedene presadnice nisu bile u stresu, ali 1 da efekat primijenjenih stimulatora rasta na aktivnost

SOD u takvim uslovima nije bio statisticki znacajan.
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Tabela 22. Prosjecne srednje vrijednosti aktivnosti SOD u listovima u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta 1 izlozenosti presadnica stresu u 2014. godini

2014. godina
Varijanta Aktivnost SOD (U mg™' proteina)
Dan 1 Dan 2 Dan 3 Dan 4 Dan 5
1. Bio-algeen S92 (s) 12,59+ 1,12 16,54 +2,11° 20,28+2,47° 24,54 +4,79° 29,86 + 6,08"
1. Bio-algeen S92 (k) 8,73 £0,79° 9,79+0,93° 10,52 +3,47° 11,08 +4,92° 9,29 + 1,02°

2. Slavol (s) 13,31 £2,63°  26,32+5,76° 30,09 +520° 36,52 +4.85" 3533 +4,44°
2. Slavol (k) 8,46 +3,40°  836+285  840+058  9,04+238 11,96+3,21°
3. Ergonfill (s) 12,38 + 1,870 14,63 £4,91°" 16,13 £2,47° 29,24 +3,74* 21,15+ 543°
3. Ergonfill (k) 922+5,14° 10,22+2,80° 11,51 +£2,62° 10,97 +2,61° 11,62+4,22°
4. Netretirano (s) 20,65+2,81°  22,79+520" 26,00+6,60° 29,66+734" 18,48+6,01
4. Netretirano (k) 8,08+2,26° 11,26+2,66 10,56+3,28°  933+325°  9,44+286°
F test S.¥* . S. . S.
LSDy 05 2,54 3,58 3,48 4,12 4,13

Vrijednosti u tabeli su izraZene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,
(s) - stres, (k) - kontrola, **s. - signifikantan

Tabela 23. Prosjecne srednje vrijednosti aktivnosti SOD u listovima u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta 1 izlozenosti presadnica stresu u 2015. godini

2015. godina
Varijanta Aktivnost SOD (U mg™' proteina)
Dan 1 Dan 2 Dan 3 Dan 4 Dan 5
1. Bio-algeen S92 (s) 14,88 +£3,63" 22,05+7,84°  2839+3,95° 30,67 +3,69° 29,86+ 5,40
1. Bio-algeen S92 (k) 8,00+2,61° 10,49 +2,15° 11,33+2,47° 12,00+£2,92° 10,06 +5,18°

2. Slavol (s) 1522 +3,05° 30,71 £8,62°  36,10+7,99° 36,52+7,7° 14,13 + 5,447
2. Slavol (k) 846+3,11°  836+1,65 8,40+ 1,44  9,04+£236° 11,96+ 6,14
3. Ergonfill (s) 1321 +£2,05" 16,262,019 18,44+330" 32,49+6,65° 2820+ 6,84
3. Ergonfill (k) 7,68 £2,43° 11,00+ 1,60° 1228 +3,70° 12,66 +6,34° 12,78 + 2,82
4. Netretirano (s) 1549 +4,17°  27,35+4,08° 32,50+6,51" 39,55+7,32" 15,84 +3,12°
4. Netretirano (k) 6,84 +1,89° 12,19+221% 968+ 1,74° 9,33 +£3,11° 8,49 + 1,34°
F test S.¥* . . . S.

LSDy s 2,64 4,21 3,97 511 4,48

Vrijednosti u tabeli su izraZene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,
(s) - stres, (k) - kontrola;, **s. - signifikantan
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6.6. Sadrzaj ukupnih fenola u listovima presadnica Seri paradajza

Podaci o sadrzaju fenola u listovima presadnica Seri paradajza (Lycopersicon esculentum
Mill. "Sakura") u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica

uslovima stresa prikazani su posebno za svaku godinu istrazivanja (tabela 24 1 grafikon 19).

Tabela 24. Prosje¢ni sadrzaj fenola u listovima presadnica Seri paradajza u zavisnosti od

varijante tretiranja stimulatorom rasta i perioda izlaganja biljki vodnom stresu

Sadraj fenola (mg g suvog lista)

Varijanta 2014 2015
Poletna faza  Zavr$na faza  Podetna faza  Zavr$na faza
stresa stresa stresa stresa

1. Bio-algeen S-92 (s) 3,38+0,12° 9,06 +0,21° 5,68 + 0,33° 8,06 + 0,44
1. Bio-algeen S-92 (k) 2,90+ 0,08%"  721+0,37%  444+044""  713+022°"
2. Slavol (s) 2,93+0,10°  8,51+039™  473+0,28° 7,14 +0,77%
2. Slavol (k) 3,24 £ 0,06° 6,48 £ 0,43° 3,95+028" 6,12 +0,49°
3. Ergonfill (s) 2,69+0,14" 8,65 +0,24° 548+0,22"  7,89+049"
3. Ergonfill (k) 2,80 + 0,082 7,28 +£0,16° 448+027°°  722+0,28°
4. Netretirano (s) 3,04+0,11° 7,14 +0,29%  466+0399 7,07+ 0,06
4. Netretirano (k) 2,97+0,16° 6,46+ 0,23° 4,00 £ 0,56° 5,99 + 0,22¢
F test 8. k% . S. S.
Lsdy o 0,098 0,279 0,324 0,427

Vrijednosti u tabeli su izrazene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,
(s) - stres, (k) - kontrola;, **s. - signifikantan

Razvoj biljke u uslovima suSe znatno zavisi i od njene sposobnosti da se odupre
oksidativnom stresu, tj. negativnom efektu djelovanja slobodnih radikala ¢ije je vece prisustvo
jedan od prvih pokazatelja vodnog stresa. Svaka biljna celija posjeduje vlastiti sistem odbrane
kojim se pokuSava odbraniti od slobodnih radikala, no osnov svih tih sistema je postojanje
antioksidanasa, odnosno supstanci koje su u stanju neutralisati negativno djelovanje slobodnih
radikala. Antioksidansi mogu biti enzimske 1 neenzimske prirode, a jedni od vaznijih
antioksidansa neenzimske prirode koji se sintetiSu u biljnim ¢elijama, te ¢iji sadrzaj u velikoj
mjeri utiCe na antioksidativni mehanizam odbrane biljke u uslovima stresa su jedinjenja fenolne
prirode.

Podaci prikazani u tabeli 24 pokazuju da je u obje godine istraZivanja sadrzaj fenola

statisticki znacajno bio veci u listovima presadnica Seri paradajza izloZenim vodnom stresu u
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odnosu na neizloZene, nezavisno od varijante tretiranja stimulatorom rasta, Sto ukazuje na
¢injenicu da biljke u uslovima stresa aktiviraju svoj genetski potencijal u cilju intenzivnije sinteze
fenolnih jedinjenja i uopSteno antioksidansa. Navedeni rezultati su podudarni sa rezultatima
istrazivanja drugih nau¢nika koji su takode doSli do istih zakljuaka (Bajpai i sar., 2005;
Ghasemi i sar., 2009; Mundhe i sar., 2011).

Iz podataka prikazanih u tabeli 24 se takode moze vidjeti da je u obje godine ispitivanja
sadrzaj fenola u listovima presadnica Seri paradajza kod svih ispitivanih varijanti bio znatno veci
kod starijih presadnica u odnosu na mlade, nezavisno od tretmana stimulatorom rasta ili
izloZenosti presadnica vodnom stresu, $to je bilo 1 o¢ekivano s obzirom da je biljci potrebno neko
vrijeme da akumuliSe fenolna jedinjenja u svojim ¢elijama.

U obje godine istrazivanja najveéi uticaj na povecanje sadrzaja fenola u listovima
presadnica Seri paradajza izloZzenim vodnom stresu pokazao je stimulator rasta Bio-algeen S92. U
2014. godini je taj uticaj bio statisticki znacajno veci u odnosu na sve druge varijante ogleda, dok
u 2015. godini izmedu Bio-algeena S92 i Ergonfilla nije postojala statisticki znacajna razlika u
pogledu uticaja na povecanje sadrzaja ukupnih fenola u listovima presadnica Seri paradajza Sto
ukazuje na ¢injenicu i da preparat Ergonfill u velikoj mjeri stimulativno uti¢e na njihovu sintezu.
Ovaj zakljuc€ak tim viSe dobija na snazi ukoliko se uzme u obzir ¢injenica da su u obje godine
istrazivanja presadnice Seri paradajza tretirane Ergonfillom imale u svojim listovima znatno vise
flavonoida u odnosu na netretiranu varijantu ili varijantu u kojoj su presadnice bile tretirane
Slavolom, nezavisno od uslova rasta u kojima su presadnice bile gajene. Pretpostavka je da je
pozitivan u¢inak Bio-algeena S92 i1 Ergonfilla na povecanje sadrzaja ukupnih fenola u listovima
presadnica prvenstveno rezultat visoke zastupljenosti aromatskih aminokiselina (triptofana,
tirozina 1 fenilalanina) u sastavu navedenih preparata, a za koje je poznato da su jedni od vaznih
prekursora u sintezi fenolnih jedinjenja.

Tokom 2014. godine u zavrsnoj fazi izlaganja presadnica Seri paradajza stresnim uslovima
preparat Slavol je u odnosu na netretiranu varijantu takode pokazao statisticki znacajan uticaj na
povecanje sadrzaja fenola u listovima. Navedeno povecanje je utvrdeno i u 2015. godini, ali nije
bilo statisticki opravdano. Ovi rezultati upucuju na zakljuc¢ak da je efekat Slavola na povecanje
sinteze fenolnih jedinjenja u listovima presadnica Seri paradajza u uslovima stresa znatno manje
izrazen u odnosu na efekat Bio-algeena S92 1 Ergonfilla, ali da ipak doprinosi stvaranju fenolnih

jedinjenja. Navedeni doprinos se moze obrazloziti prisutnos¢u hormona auksina i bakterija iz
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grupe azotofiksatora i fosfomineralizatora u sastavu Slavola. Naime, auksin uti¢e na povecanje
rasta ¢elija, pa samim time i na povecanje apsorpcione povrsine korijena, a navedene bakterije na
vecu pristupacnost azota i fosfora u zemljiStu Sto sve zajedno doprinosi boljem usvajanju
hranjiva, te posljedicno i ve¢im moguénostima metabolizma biljke da produkuje fenolna
jedinjenja i generalno sekundarne metabolite, a rezultati dobijeni u ovom istrazivanju idu u

pravcu potvrde navedene hipoteze.

Pocetna faza stresa (2014) Zavrsna faza stresa (2014)

a-06

10.00 17°° 8.51 8.65

Grafikon 19. SadrZaj ukupnih fenola u listovima presadnica Seri paradajza (mg g suvog lista) u
zavisnosti od izlaganja biljki vodnom stresu i tretmana stimulatorom rasta u 2014.

12015. godini

Ako se posmatraju samo kontrolne varijante tj. varijante u kojima presadnice Seri paradajza

nisu izlagane stresu, iz prikazanih grafikona se moze vidjeti da je u obje godine istraZivanja
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sadrzaj ukupnih fenola bio veci u listovima presadnica Seri paradajza tretiranim Bio-algeenom
S92 i Ergonfillom u odnosu na presadnice tretirane Slavolom i netretirane presadnice. Navedene
opservacije dodatno potvrduju hipotezu da preparati Bio-algeen S92 i Ergonfill imaju visok
potencijal za poticanje metabolizma biljke u pravcu sinteze fenolnih jedinjenja i to nezavisno od

uslova u kojima se biljke uzgajaju.
6.7. Sadrzaj ukupnih flavonoida u listovima presadnica Seri paradajza

Podaci o sadrzaju flavonoida u listovima Seri paradajza (Lycopersicon esculentum Mill.
"Sakura") u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica stresu

prikazani su posebno za svaku godinu istrazivanja (tabela 25, grafikon 201 21).

Tabela 25. Prosjecni sadrzaj flavonoida u listovima presadnica Seri paradajza u zavisnosti od

varijante primjene stimulatora rasta i perioda izlaganja biljki vodnom stresu

Sadrzaj flavonoida (mg g”' suvog lista)

Varijanta 2014 2015
Pocletna faza  ZavrSna faza  Podletna faza  Zavr$na faza
stresa stresa stresa stresa

1. Bio-algeen S-92 (s) 1,30+£0,18 3,51 +0.15° 3,10+ 0,17 4,08 0,23
1. Bio-algeen S-92 (k) 1,23+£021  2,47+0.16°  242+0,05°  3,74+0,19°"
2. Slavol (s) 1,13£0,16  3,02+0.17° 2,62+0,11° 3,79+0,11
2. Slavol (k) 1,14+0,00  2,34+0.09°% 212+0,14° 3,10+£0,118
3. Ergonfill (s) 1,08+£028  3,41+0.14°  298+0,19°  432+0,01°
3. Ergonfill (k) 1,10+£0,23  2,45+0.19°" 2524014 3,78 +0,10°°
4. Netretirano (s) 1,12+0,16  2,53+0.07° 2,52+0,14°  3,86+0,09°
4. Netretirano (k) 1,07+£0,28  2,14+0.13% 2,12+ 027¢ 2,88 + 0,09°
F test n.s.** S. S. S.
LSdo,os - 0,209 0,133 0,127

Vrijednosti u tabeli su izrazene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,
(s) - stres, (k) - kontrola;, ** n.s. - nije signifikantan, s. - signifikantan
Podaci prikazani u tabeli 25 pokazuju da je sadrzaj flavonoida u obje godine istrazivanja
bio veci u listovima presadnica Seri paradajza izloZzenim susSi u odnosu na presadnice koje su
redovno zalijevane, nezavisno od tretmana stimulatorom rasta, §to je podudarno sa rezultatima
brojnih nau¢nih radova u kojima je takode utvrdeno da biljka u uslovima stresa intenzivno krece

u sintezu flavonoida i fenolnih jedinjenja u cjelini (Kubota i sar., 2006; Sanchez-Rodriguez i sar.,
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2011; Srivastava, 2012). 1z navedenog se moze izvuéi konstatacija da stresni uslovi pokrec¢u
mehanizam intenzivnije sinteze flavonoidnih jedinjenja u biljkama.

Iz podataka prikazanih u tabeli 28 se takode moze vidjeti da je u zavr$nim fazama izlaganja
presadnica stresu najve¢i sadrzaj flavonoida u listovima presadnica paradajza utvrden u
varijantama gdje su presadnice Seri paradajza prethodno bile tretirane Bio-algeenom S92 i
Ergonfillom, $to je kompatiblno sa dinamikom kretanja ukupnih fenola u zavisnosti od tretmana
navedenim stimulatorima rasta.

Preparati Bio-algeen S92 i Ergonfill su i u standardnim uslovima rasta tj. u kontrolnim
varijantama gdje presadnice Seri paradajza nisu bile izlagane stresu pokazale najveci efekat na
povecanje sadrzaja flavonoida u listovima. Ovo zapazanje upucuje na zakljucak da preparati Bio-
algeen S92 1 Ergonfill u uslovima u kojima je provedeno ovo istrazivanje pokazuju najveci uticaj
na sintezu flavonoida i fenola u cjelini, a pretpostavka je da je razlog tome prvenstveno visok
procenat aromatskih aminokiselina (triptofana, tirozina i fenilalanina) u sastavu navedenih
preparata, a za koje je poznato da su vazni prekursori u sintezi fenolnih i flavonoidnih jedinjenja.

U obje godine istrazivanja preparat Slavol je pokazao znatno manji efekat na povecanje
sadrzaja flavonoida u listovima presadnica Seri paradajza u odnosu na Bio-algeen S92 i1 Ergonfill,
nezavisno od toga da li su presadnice nakon tretmana bile izlagane stresnim uslovima ili ne. 1z
navedenog se moze zakljuciti da Slavol znatno manje pridonosi povecanju sinteze flavonoidnih
jedinjenja u biljci u odnosu na Bio-algeen S92 i Ergonfill, a za pretpostaviti je da je uzrok tome
razlika u sastavu navedenih preparata, Sto za posljedicu ima 1 drugaciji uticaj na sintezu

flavonoidnih jedinjenja.
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Sadrzaj flavonoida u listovima presadnica u 2014. godini
(mg g*suvog lista)

B pocetna faza stresa M zavr$na faza stresa

3.41
2.45 2.53
2.14
1.08 1.10I 1.12I 1.07I

3.51

Bio-algeen Bio-algeen Slavolstres  Slavol Ergonfil Ergonfil  Netretirano Netretirano
S-92 stres S-92 kontrola stres kontrola stres kontrola
kontrola

Grafikon 20. Sadrzaj flavonoida u listovima presadnica u zavisnosti od varijante primjene

stimulatora rasta 1 perioda izlaganja biljki vodnom stresu u 2014. godini

Sadrzaj flavonoida u listovima presadnica u 2015. godini
(mg g suvog lista)

M poCetna faza stresa M zavr$na faza stresa

4.32
3.78 3.86
10 2.98 2.88
2.52 2.52
2.15I

Bio-algeen S- Bio-algeen S- Slavol stres Slavol Ergonfill stres  Ergonfill Netretirano Netretirano
92 stres 92 kontrola kontrola kontrola stres kontrola

4.08

Grafikon 21. Sadrzaj flavonoida u listovima presadnica u zavisnosti od varijante primjene

stimulatora rasta 1 perioda izlaganja biljki vodnom stresu u 2015. godini
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6.8. Ukupni antioksidacijski kapacitet u listovima presadnica Seri paradajza

Vrijednosti ukupnog antioksidacijskog kapaciteta u listovima Seri paradajza (Lycopersicon
esculentum Mill. "Sakura") u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i izlozenosti
presadnica uslovima stresa prikazani su posebno za svaku godinu istrazivanja (tabela 26,

grafikon 22 1 23).

Tabela 26. Prosjecne vrijednosti za ukupni antioksidacijski kapacitet u listovima u zavisnosti od

varijante tretiranja stimulatorom rasta i izlozenosti presadnica stresu

Ukupni antioksidacijski kapacitet FRAP (umol Fe* g suvog lista)

Varijanta — 2014 — — 2015 —
Pocetna faza Zavrsna faza Pocetna faza Zavrs$na faza
stresa stresa stresa stresa
1. Bio-algeen S-92 (s) 33,71+ 1,00° 118,59+ 1,97* 59,31+625° 140,03 +5,78"
1. Bio-algeen S-92 (k) 26,70 +2,22° 91,30 +2,70 48,05+4,88° 123,68 +3,29%
2. Slavol (s) 30,69 +2,15° 101,00 +£2,03° 57,23 +7,16" 132,51 + 3,18
2. Slavol (k) 32,73 +3,11° 86,65+ 1,74° 4723+441° 114,19 +6,85°
3. Ergonfill (s) 32,10+ 1,22 10422+2,11° 62,87+ 18,42" 152,01 +12,13°
3. Ergonfill (k) 32,24+ 1,11 91,61 £1,86° 50,48 +7,92°° 127,94 +7,01"
4. Netretirano (s) 33,15+2,12° 93,01 £4,20° 56,22+11,49™% 133,93 + 5,63°
4. Netretirano (k) 32,10+ 1,47°  78,87+230" 43,88+4,17° 102,87 + 1,68°
F test . k* S. S. S.
Lsdy s 2,89 4,20 7,91 5,70

Vrijednosti u tabeli su izrazene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka * standardna devijacija,
(s) - stres, (k) - kontrola;, ** s. - signifikantan

Iz prikazanih podataka se moze konstatovati da je u obje godine istraZivanja u svim
ispitivanim varijantama vrijednost ukupnog antioksidacijskog kapaciteta (FRAP) u zavrsnoj fazi
ispitivanja statisticki znacajno veca bila u listovima presadnica izlozenim vodnom stresu u
odnosu na njihove kontrole koje su bile redovno zalijevane, nezavisno od koriS¢enog stimulatora
rasta. Navedeni rezultati su saglasni sa rezultatima mnogih nauc¢nika koji su takode potvrdili
hipotezu da biljke u stresnim uslovima u granicama svog genetskog potencijala nastoje pojacati
svoj mehanizam odbrane od oksidacijskih oSte¢enja na nacin da unutar svog metabolizma
pokrecu sintezu materija koje imaju antioksidativno djelovanje (Vernieri i sar., 2002; Wojdylo i
sar., 2007). Toor i sar. (2005) u zakljuccima svoga istraZivanja navode da je u antioksidacijski
odbrambeni sistem biljke protiv stresa ukljuc¢en veliki broj enzimskih i neenzimskih

antioksidansa, a medu njima posebno jedinjenja fenolne prirode. Smatra se da se antioksidacijski
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ucinak fenolnih jedinjenja zasniva prvenstveno na njihovoj sposobnosti da u direktnoj reakciji sa
slobodnim radikalima uniste ili neutraliSu njihovo negativno djelovanje i to tako da im doniraju
nedostajuéi elektron, a da pri tome sami ostanu stabilni. Fenolna jedinjenja imaju i sposobnost
vezanja redukovanih jona prelaznih metala (Fe**, Cu™) usljed ¢ega se spre¢ava njihovo stupanje u
reakciju sa vodonik peroksidom i stvaranje reaktivnih hidroksilnih radikala. Osim navedenog,
prisustvo fenola utice povoljno na aktivnost antioksidacijskih enzima, kao i na inhibiranje
oksidaza, Sto sve djeluje na jaCanje antioksidativnog odbrambenog sistema biljke u uslovima
stresa (Lopez-Cobo i sar., 2014).

Rezultati ovog dijela istrazivanja su takode pokazali da su u zavr$noj fazi izlaganja
presadnica stresu vrijednosti ukupnog antioksidacijskog kapaciteta u listovima presadnica
tretiranim Bio-algeenom S92 i Ergonfillom, bile statisti¢ki znacajno vise u odnosu na vrijednosti
dobijene u netretiranim presadnicama te presadnicama tretiranim Slavolom. I ovi rezultati idu u
prilog tezi da primjena Bio-algeena S92 i1 Ergonfilla ima svoju opravdanost u uzgoju Seri

paradajza, posebno u uslovima gdje biljci potencijalno prijeti opasnost od suse.

Ukupni antioksidacijski kapacitet u listovima (2014)
150

118.59

100

mmol Fe2+ g-1

50

M pocetna faza stresa M zavrsna faza stresa

Grafikon 22. Ukupni antioksidacijski kapacitet u listovima u zavisnosti od varijante
primjenestimulatora rasta i perioda izlaganja presadnica vodnom stresu u

2014. godini
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Ukupni antioksidacijski kapacitet u listovima (201?2

140.03
150 133.93 13251

2.01

127.94

M pocetna faza stresa M zavrSna faza stresa

Grafikon 23. Ukupni antioksidacijski kapacitet u listovima u zavisnosti od varijante primjene

stimulatora rasta 1 perioda izlaganja presadnica vodnom stresu u 2015. godini

6.9. Rezultati korelacione analize izmedu sadrZaja fenola/flavonoida i antioksi-dacijskog

kapaciteta u listovima presadnica Seri paradajza

Primjenom korelacione analize za svaku varijantu eksperimenta ispitana je zavisnost
sadrzaja ukupnih fenola/flavonoida 1 ukupnog antioksidacijskog kapaciteta u listovima presadnica
Seri paradajza (Lycopersicon esculentum Mill. "Sakura"), a dobijene vrijednosti za Pearsonov

koeficijent korelacije (r) prikazane su u tabelama 27 1 28.
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Tabela 27. Izracunate vrijednosti Pearsonovog koeficijenta korelacije (r) izmedu ispitivanih

varijabli za ogled sproveden 2014. godine

Varijanta Poée.tna faza stresa. . Zavr.§na faza stresa 1 2014. godina
Fenoli Flavonoidi Fenoli Flavonoidi
1. Bio-algeen S92 (s) 0,88 0,91 0,99 0,99
1. Bio-algeen S92 (k) 0,99 0,97 0,93 0,98
2. Slavol (s) 0,79 0,89 0,96 0,94
2. Slavol (k) 0,99 0,99 0,99 0,99 FRAP
3. Ergonfill (s) 0,98 0,93 0,92 0,96
3. Ergonfill (k) 0,97 0,92 0,89 0,98
4. Netretirano (s) 0,94 0,98 0,99 0,99
4. Netretirano (k) 0,99 0,86 0,93 0,93

(s) - stres, (k) - kontrola

Tabela 28. Izracunate vrijednosti Pearsonovog koeficijenta korelacije (r) izmedu ispitivanih

varijabli za ogled proveden 2015. godine

Varijanta Poéejtna faza stresa. . Zavrhéna faza stresa __15015. godina
Fenoli Flavonoidi Fenoli Flavonoidi
1. Bio-algeen S92 (s) 0,99 0,98 0,99 0,88
1. Bio-algeen S92 (k) 0,99 0,94 0,99 0,86
2. Slavol (s) 0,86 0,95 0,82 0,91
2. Slavol (k) 0,98 0,91 0,99 0,89 FRAP
3. Ergonfill (s) 0,83 0,81 0,99 0,99
3. Ergonfill (k) 0,99 0,97 0,96 0,82
4. Netretirano (s) 0,98 0,93 0,99 0,99
4. Netretirano (k) 0,99 0,99 0,98 0,89

(s) - stres, (k) - kontrola

U obje godine istrazivanja rezultati provedene korelacione analize su ukazali na postojanje
vrlo jake pozitivne korelacije (r>0,75) izmedu sadrzaja fenola/flavonoida i ukupnog
antioksidacijskog kapaciteta u listovima presadnica Seri paradajza nezavisno od tretmana
stimulatorom rasta ili izlozenosti presadnica vodnom stresu.

Dobijeni rezultati upucuju na zakljucak da su fenoli 1 flavonoidi jedni od glavnih nosilaca
antioksidacijskog kapaciteta biljke, a Sto je saglasno i sa rezultatima brojnih drugih istrazivanja u
kojima je ispitivana navedena problematika (Cevallos - Casals i Cisneros - Zevallos, 2003;
Javanmardi i sar., 2003; Hasna i Afidah, 2009). Takav zakljucak je bio i o¢ekivan ako se uzme u
obzir Cinjenica da su antioksidativne osobine fenolnih i flavonoidnih jedinjenja ve¢ odavno

utvrdene 1 poznate (Korkina, 2007).
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Ako se posmatra korelacija izmedu sadrzaja fenola/flavonoida i ukupnog antioksidacijskog
kapaciteta u zavisnosti isklju¢ivo od izloZenosti presadnica stresu, izraCunate vrijednosti
Pearsenovog koeficijenta korelacije su pokazali da je jaCina korelacione veze izmedu sadrzaja
fenola/flavonoida i ukupnog antioksidacijskog kapaciteta nesto viSa ukoliko su presadnice Seri
paradajza izloZene uslovima vodnog stresa.

Iz navedenog se moze pretpostaviti da je doprinos fenola/flavonoida ukupnom
antioksidacijskom kapacitetu biljke u uslovima stresa visi u odnosu na standardne uslove gajenja,
odnosno da biljka u uslovima stresa intenzivnije produkuje fenolna i1 flavonoidna jedinjenja, a Sto
je podudarno sa rezultatima navedenim u mnogim istrazivanjima (Shao i sar., 2008; Suzuki i sar.,
2012).

Iz podataka prikazanih u tabelama 27 i1 28 takode se moZze vidjeti da su u obje godine
istrazivanja unutar istih uslova gajenja vrijednosti Pearsenovog koeficijenta korelacije bile vece
izmedu ukupnih fenola i ukupnog antioksidacijskog kapaciteta (0,81 - 0,87) u poredenju sa
vrijednostima Pearsenovog koeficijenta korelacije utvrdenih izmedu ukupnih flavonoida i
ukupnog antioksidacijskog kapaciteta (0,75 - 0,83), medutim te razlike nisu uticale na stepen
jacine korelacione veze.

Generalno posmatrano, rezultati sprovedene korelacione analize potvrduju hipotezu da
porast sadrzaja fenola 1 flavonoida u listovima direktno utiCe na povecanje vrijednosti
antioksidativnog kapaciteta presadnica Seri paradajza, te da je ta povezanost posebno izrazena u

stresnim uslovima gajenja.

6.10. Rastvorljiva suva materija i ukupna Kiselost u plodovima Seri paradajza
Rezultati analize rastvorljive suve materije i ukupne kiselosti u plodovima Seri paradajza

(Lycopersicon esculentum Mill. "Sakura ") u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta 1

izlozenosti presadnica stresu prikazani su posebno za svaku godinu istrazivanja (tabela 29).
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Tabela 29. Prosjecne vrijednosti za rastvorljivu suvu materiju i ukupnu kiselost u plodovima Seri

paradajza u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i izlozenosti presadnica

stresu
. rastvorljiva suva materija (Brix) ukupna kiselost (%)

Varijanta 2014 2015 2014 2015
1. Bio-algeen S92 (s) 6,55+ 0,13™ 6,59 + 0,13" 0,64 +0,01° 0,64 +0,01°
1. Bio-algeen S92 (k) 6,49 +0,18™ 6,54 +0,07° 0,62 +0,02° 0,61 +0,02°
2. Slavol (s) 6,66 + 0,13* 6,69 + 0,17 0,65 + 0,03% 0,65 + 0,02
2. Slavol (k) 6,43 +0,20° 6,42+ 0,15 0,62 +0,01°® 0,62 +0,01°
3. Ergonfill (s) 6,58 + 0,18™ 6,59 + 0,08™ 0,64 + 0,02 0,64 +0,01™
3. Ergonfill (k) 6,47 +0,10° 6,50 + 0,117 0,62 +0,01% 0,62 + 0,02°
4. Netretirano (s) 6,67+0,17° 6,66 + 0,23% 0,67 +0,01° 0,66 +0,02°
4. Netretirano (k) 6,41 +0,25° 6,34 +0,12¢ 0,63 +0,01°® 0,62+ 0,01°
F test 8. ¥* S. S. S.
LSDy05 0,176 0,12 0,019 0,014

Vrijednosti u tabeli su izrazene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,
(s) - stres, (k) - kontrola, ** s - signifikantan

Podaci prikazani u tabeli 29 pokazuju da su vrijednosti za sadrzaj rastvorljive suve materije
u kojoj Seceri €ine najve¢i udio, te ukupne kiselosti u plodovima Seri paradajza bile vise u
varijantama gdje su presadnice Seri paradajza bile izlozene stresnim uslovima, nezavisno od toga
da li su presadnice prethodno bile tretirane stimulatorom rasta ili ne. Navedeni podaci slazu se sa
rezultatima istrazivanja mnogih drugih nau¢nika koji su takode utvrdili da biljke u stresnim
uslovima akumuliSu viSe Secera i kiselina u svojim plodovima (Bertin i sar., 2000; Giannakoula i
1lias, 2013; Gunawardena i De Silva, 2015).

Guichard 1 sar. (2001) smatraju da je visi sadrzaj rastvorljive suve materije u plodovima
biljaka izlozenim vodnom stresu prvenstveno rezultat smanjene mogucénosti usvajanja vode, a
samim time i1 akumulacije vode u plodovima, dok Beckles i sar. (2012) navode da je visi sadrzaj
rastvorljive suve materije, odnosno Secera u plodovima biljaka u uslovima stresa u prvom redu
posljedica djelovanja enzima usko vezanih uz transport i metabolizam Secera (enzimi iz grupe
Sec¢ernih fosfataza), a do Cije jaCe aktivacije dolazi ukoliko se biljka nade u navedenim uslovima.

Iz podataka prikazanih u tabeli 29 se moze vidjeti da je u standardnim uslovima rasta (bez
izlaganja stresu), primjena svih stimulatora rasta iskazala pozitivan u¢inak na povecanje sadrzaja
rastvorljive suve materije u plodovima Seri paradajza u odnosu na netretiranu varijantu. Navedeni
efekat je bio i oCekivan, ako se uzme u obzir da koriS¢eni preparati u sebi sadrze visok udio

azotnih jedinjenja, mikroelemenata i drugih bioaktivnih supstanci neophodnih za uspje$no
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provodenje fotosinteze, Sto kao rezultat ima stvaranje Secera. Najveéi sadrzaj Secera, odnosno
rastvorljive suve materije pri standardnim uslovima rasta je utvrden u varijanti gdje je koris¢en
Slavol 1 to za obje godine istraZivanja, ali to povecanje je bilo statisticki opravdano samo u
odnosu na netretiranu varijantu, ali ne 1 na varijante gdje su koris§¢eni drugi stimulatori rasta.
Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da u uslovima rasta, gdje presadnice Seri paradajza
nisu izlagane stresu, nije postojala statisticki znacajna razlika u sadrzaju ukupne kiselosti u
plodovima Seri paradajza nezavisno od ispitivane varijante, premda je u varijantama gdje su
koriS¢eni stimulatori rasta sadrzaj ukupnih kiselina bio jednak ili neSto niZi u odnosu na
netretiranu varijantu. Ako se uzme u obzir ¢injenica da plodovi sa viSe Secera u pravilu imaju nizi

sadrzaj kiselina, dobijeni rezultati su bili i ocekivani.
6.11. Sadrzaj vitamina C u plodovima Seri paradajza

Rezultati analize sadrzaja vitamina C u plodovima Seri paradajza (Lycopersicon esculentum
Mill. "Sakura") u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica stresu

prikazani su posebno za svaku godinu istrazivanja (tabela 30).

Tabela 30. Prosjecni sadrzaj vitamina C u plodovima Seri paradajza u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta i izlozenosti presadnica vodnom stresu

Vitamin C (mg 100 g svjeZeg ploda)

Varijanta

2014. godina 2015. godina
1. Bio-algeen S92 (s) 13,55+ 1,00 13,77 + 1,34
1. Bio-algeen S92 (k) 13,22 +£0,33 13,33 £ 0,67
2. Slavol (s) 13,66 + 0,34 13,77 £ 0,67
2. Slavol (k) 13,11 £ 0,66 13,66 = 1,00
3. Ergonfill (s) 13,33 +£ 1,33 13,66 £+ 1,00
3. Ergonfill (k) 13,11 £ 0,67 13,22 £ 1,00
4. Netretirano (s) 13,33 +£ 0,33 13,66 + 0,66
4. Netretirano (k) 12,77 £ 0,67 13,22 + 1,00
F test n.s.** n.s.

Vrijednosti u tabeli su izrazene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka * standardna devijacija,
(s) - stres, (k) — kontrola, **n.s. - nije signifikantan

Podaci prikazani u tabeli 30 pokazuju da je sadrzaj vitamina C u plodovima Seri paradajza

bio veci u varijantama gdje su presadnice prethodno bile izlozene vodnom stresu, nezavisno od
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tretmana stimulatorom rasta, ali to povecanje nije bilo statisticki opravdano u nijednoj godini
istrazivanja.

U sprovedenom istrazivanju prosjecne vrijednosti za sadrzaj vitamina C u plodu Seri
paaradajza su se kretale od 12,77 do 13,77 mg 100 g-' svjezeg ploda, §to je u kompatiblnosti sa
rezultatima navedenim u nekim nau¢nim radovima za ovaj parametar ispitivanja (4kbudak i sar.,
2007; Cotrut i Badulescu, 2016; Duma i sar., 2017).

U pregledu literature uoceni su radovi u kojima je navedena znatno veca vrijednost za
sadrzaj vitamina C u plodovima $eri paradajza; od 23 - 35 mg 100 g-' u radu Caron i sar. (2013),
ali i iznad 50 mg 100 g-' svjeZeg ploda koliko je navedeno u radu Aguirre i Cabrere (2012). Iz
pregleda literature se takode moglo vidjeti da sadrzaj vitamina C u plodovima Seri paradajza,
osim o sortimentu, zavisi 1 od momenta berbe, te uslova u kojima se plodovi skladiste (Gharezi i
sar., 2012). Takode i stresni uslovi mogu uvelike uticati na sintezu vitamina C u biljci, a
povecani sadrzaj navedenog jedinjenja u plodovima Seri paradajza usljed izlozenosti biljaka
stresnim uslovima utvrden je u radovima mnogih nauc¢nika (Serio i sar., 2004; Stevens i sar.,
2008; Gill i Tuteja, 2010).

Khan i sar. (2011) u svom radu navode da otpornost biljaka na stresne uslove u velikoj
mjeri zavisi od sposobnosti biljke da u svojim ¢elijama poveca sintezu vitamina C. Hipoteza
navedena u njihovom radu je da stresni uslovi poticu sintezu vitamina C u biljci, te da je
spomenuti efekat posljedica aktiviranja gena usko vezanih uz metabolizam vitamina C, a do ¢ije
jace aktivacije dolazi u slu€aju izloZenosti biljke stresnim uslovima.

Povecani sadrzaj vitamina C je u svakom slucaju vrlo pozeljan u biljci, posebno ako se
uzme u obzir ¢injenica da je navedeno jedinjenje jedan od najefikasnijih antioksidanasa u biljnom
organizmu. Naime, vitamin C je u stanju neutralisati slobodne radikale, prvenstveno superoksidni
1 hidroksilni radikal na nacin da im preda nedostajuci elektron, pri cemu se on sam oksidiSe u
dehidroaskorbinsku kiselinu. Ovaj efekat inaktivacije postize zahvaljuju¢i svojoj strukturi,
odnosno posjedovanju endiolne grupe koja mu omogucuje snazna redukovana svojstva.

Osim toga, vitamin C je po istom principu sposoban da ukloni i lipidne radikale, odnosno
sekundarne produkte lancanih reakcija u terminalnoj fazi lipidne peroksidacije, a takode je u
stanju i da stvara komplekse sa teskim metalima, ¢ime inaktivira njihovo negativno djelovanje

(Gallie, 2013).
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Li i sar. (2012) u svom nau¢nom radu navode da vitamin C u iznimnim situacijama,
konkretno u slucaju visoke zastupljenosti vitamina C i nevezanih metalnih jona (Fe’", Cu®") u
biljnim ¢elijama, moze iskazati i pro-oksidativna svojstva, odnosno pospjesiti nastajanje novih
slobodnih radikala. U takvim uslovima, vitamin C redukuje trovalentne jone Zeljeza (Fe’") i
dvovalentne jone bakra (Cu?") u redukovane oblike (Fe*', Cu") koji zatim mogu stupiti u
reakciju sa vodonik peroksidom (Fentonova reakcija) usljed Cega nastaju izuzetno Stetni
hidroksilni radikali. Imajué¢i u vidu da se metalni joni u biljnoj ¢eliji nalaze ve¢inom vezani u
kompleksima sa proteinima, te da je u ¢eliji koncentracija vitamina C rijetko iznimno visoka, u
normalnim fizioloskim uslovima preovladava antioksidativna uloga vitamina C (4rrigoni i De
Tullio, 2000).

Osim na antioksidativni sistem biljke, vitamin C pozitivno uti¢e i na antioksidativni sistem
covjeka, te se stoga u poljoprivredi razli¢itim agrotehnickim mjerama pokuSava uticati na
povecanje njegovog sadrzaja u jestivim dijelovima biljke. Izlaganje biljaka kontrolisanim
stresnim uslovima svakako moze biti jedna od mjera koja ide u navedenom pravcu, Sto potvrduju
1 rezultati ovog istrazivanja. Primjena stimulatora rasta je takode jedna od agrotehni¢kih mjera sa
kojom bi se mogao posti¢i navedeni efekat, ali taj efekat zavisi od sastava preparata, te od
sposobnosti biljke da supstance u preparatu iskoristi u pravcu stimulacije metabolizma biljke
usko vezanog uz sintezu vitamina C.

U ovom istrazivanju, tretman presadnica Seri paradajza preparatima Bio-algeenom S92 i
Slavolom u standardnim uslovima rasta je povecao sadrzaj vitamina C u plodovima u odnosu na
netretiranu varijantu, te na varijantu u kojoj su presadnice bile tretirane Ergonfillom, ali to
povecanje nije bilo statistiCki opravdano ni u jednoj godini istrazivanja. Dobijeni rezultati su
oprecni sa rezultatima istrazivanja drugih naucnika (4/-Amri, 2013; Jedrszczyk i Ambroszczyk,
2016) u kojima je povecanje sadrzaja vitamina C u plodovima paradajza usljed tretmana
presadnica stimulatorima rasta bilo statisticki opravdano.

Generalno posmatrano, pregled literature o navedenoj tematici ukazuje da je efekat
primjene nekog stimulatora rasta na sadrzaj vitamina C u plodovima paradajza vrlo kompleksan,
te da u velikoj mjeri zavisi od sastava koriStenog stimulatora, genotipu biljke, te od agro-

ekoloskih uslova u kojima se biljka uzgaja.
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6.12. Sadrzaj ukupnih fenola u plodovima Seri paradajza

Podaci o sadrzaju fenola u plodovima Seri paradajza (Lycopersicon esculentum Mill.
"Sakura ") u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i izlozenosti presadnica vodnom

stresu prikazani su posebno za svaku godinu istrazivanja (tabela 31 1 grafikon 24).

Tabela 31. Prosjecni sadrzaj fenola u plodovima Seri paradajza u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica stresu

Sadrzaj ukupnih fenola (mg g suvog ploda)

Varijanta

2014. godina 2015. godina
1. Bio-algeen S92 (s) 10,90 + 0,49 10,56 + 0,81%°
1. Bio-algeen S92 (k) 9,68 +0,79° 9,48 +0,56°
2. Slavol (s) 11,28 +0,49° 10,63 0,57
2. Slavol (k) 9,60 + 0,78° 8,73 + 0,50°
3. Ergonfill (s) 11,01 £0,61™ 10,17 + 0,32
3. Ergonfill (k) 9,84 +0,73° 9,42 + 1,00
4. Netretirano (s) 10,75 + 0,64™¢ 10,44 + 0,37*
4. Netretirano (k) 9,30 + 0,42° 8,55+ 1,06°
F test §.¥* S.
LSDy s 0,626 0,617

Vrijednosti u tabeli su izraZene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija, * - signifikantan
(s) - stres, (k) - kontrola, **s - signifikantan

Sadrzaj fenola u plodovima
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Grafikon 24. Sadrzaj ukupnih fenola u plodovima Seri paradajza u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica stresu u 2014. 1 2015. godini
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Visina sadrzaja fenolnih jedinjenja u plodovima biljke je u velikoj mjeri pod uticajem
faktora okoline, posebno ukoliko se biljke uzgajaju u uslovima vodnog stresa (Petrozza i sar.,
2014), a $to potvrduju i rezultati ovog dijela istraZivanja.

U ovom istrazivanju vrijednosti za sadrzaj fenolnih jedinjenja u plodovima Seri paradajza
su bile statisticki znacajno viSe u varijantama gdje su presadnice Seri paradajza bile izlozene
uslovima vodnog stresa, nezavisno od toga da li su prethodno bile tretirane stimulatorom rasta ili
ne. Navedeni rezultati su podudarni sa rezultatima istrazivanja mnogih drugih nauc¢nika koji su
takode utvrdili da biljke u stresnim uslovima akumuliSu viSe fenolnih jedinjenja u svojim
plodovima (Murshed i sar., 2013; Okunlola i sar., 2015).

Povecana sinteza fenolnih jedinjenja u biljci u uslovima stresa se smatra jednim od
klju¢nih odgovora biljke na vodni stres. Naime, nedostatak vode, osim S$to uti¢e na smanjenje
rasta i fotosintetske aktivnosti biljke, uveliko uti¢e i na poremecaj transporta elektrona u
procesima fotosinteze i disanja, §to za posljedicu ima povecano nakupljanje slobodnih radikala u
biljnim celijama, u prvom redu reaktivnih kiseonikovih vrsta Cijom aktivacijom dolazi do
razgradnje stabilnih molekula unutar biljnih ¢elija. U cilju spre€avanja negativnog djelovanja
slobodnih radikala, biljke intenzivno pokrecu procese sekundarnog metabolizma koji kao svoj
ishod imaju povecanu sintezu antioksidativnih supstanci, a medu njima i fenolnih jedinjenja
(Barbagallo i sar., 2013).

Postoje mnoge teorije koje nastoje objasniti razloge za pokretanje nagle sinteze fenolnih
jedinjenja u biljci usljed njene izlozenosti stresnim uslovima. Khan i sar. (2015) u zaklju¢cima
svoga istrazivanja navode da nedostatak vode u pocetnoj fazi vodnog stresa viSe usporava rast
biljke, nego proces fotosinteze, usljed cega se trenutni viSak organskih materija nastalih u procesu
fotosinteze usmjerava u procese sekundarnog metabolizma, a Sto rezultuje veCom sintezom
organskih antioksidanasa, u prvom redu fenolnih jedinjenja. Sli¢na zapazanja u svom radu iznijeli
su Cramer i sar. (2011).

Uzevsi u obzir Cinjenicu da fenoli pokazuju pozitivan uticaj i na ja¢anje imuniteta ¢ovjeka,
njihova veca koli¢ina u jestivim dijelovima biljke je itekako poZeljna, a jedan od nacina kojim se
to moze postici je svakako kontrolisano izlaganje biljaka uslovima vodnog stresa, Sto potvrduju i
rezultati ovog istrazivanja.

Iz podataka prikazanih u tabeli 31 se moze konstatovati da tokom 2014. godine primjena

stimulatora rasta, u standardnim uslovima rasta, tj. u uslovima u kojima presadnice nisu bile
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izlagane stresu, nije pokazala statisticki znacajan uticaj na povecanje sadrzaja fenolnih jedinjenja
u plodovima Seri paradajza u odnosu na netretiranu varijantu. Tokom 2015. godine pri istim
uslovima rasta primjena Slavola takode nije statisticki znacajno uticala na poviSenje sadrzaja
fenolnih jedinjenja u plodovima Seri paradajza u odnosu na netretiranu varijantu, §to se ne moze
konstatovati za preparate Bio-algeen S92 i1 Ergonfill koji su te godine pokazali statisticki znacajan
uticaj na navedeni parametar ispitivanja u datim uslovima gajenja.

Dobijeni rezultati, posebno u 2014. godini, su bili pomalo neocekivani ako se uzme u obzir
¢injenica da je primjena svih koriS¢enih preparata u uslovima rasta (bez stresa) statisticki vrlo
znacajno uticala na poviSenje sadrzaja fenolnih jedinjenja u listovima presadnica Seri paradajza u
odnosu na netretirane presadnice. Jedan od mogucih razloga za objasnjenje slabijeg efekta
koriS¢enih preparata na sadrzaj ukupnih fenola u plodovina Seri paradajza je vrijeme njihove
primjene. Naime, svi stimulatori rasta u ovom ogledu su primijenjeni u periodu prije zametanja
plodova, tako da njihov efekat na sadrzaj fenolnih jedinjenja u plodovima Seri paradajza samim
time 1 nije mogao biti u velikoj mjeri izraZzen.

Razlog slabijem uticaju Slavola na poviSenje sadrzaja fenolnih jedinjenja u plodovima Seri
paradajza u odnosu na preparate Bioalgeen S92 i Ergonfill je najvjerojatnije posljedica razlika u
sastavima navedenih preparata. Kao $to je u opisu preparata navedeno, Slavol je bioloski preparat
¢iji je sastav koncipiran na bazi korisnih mikroorganizama, bakterija iz grupe azotofiksatora i
fosfomineralizatora ¢ija sposobnost prezivljavanja i distribucija unutar uzgojnog medija, a samim
time 1 njihova efikasnost nije zagarantovana, ve¢ zavisi od mnogo faktora, u prvom redu
interakcije u sistemu biljka-mikroorganizmi, te hemijsko-fizickih osobina uzgojnog supstrata
(Menge i Chazdon, 2016; Hungria i sar., 2013).

Za razliku od Slavola, preparati Bio-algeen S92 1 Ergonfill u sebi sadrze visok udio
pristupacnih oblika makroelemenata: azota, fosfora, kalijuma, te mikroelemenata 1 drugih
bioaktivnih materija koji pozitivno uti¢u na metabolizam biljke, §to bi se u krajnjem trebalo
odraziti 1 na vecu sintezu fenolnih jedinjenja i uopsteno sekundarnih metabolita, a rezultati ovog
istrazivanja su u velikoj mjeri navedenu hipotezu i potvrdili. Osim toga preparati Bio-algeen S92
1 Ergonfill u sebi sadrze i1 visok udio aromatskih aminokiselina (triptofan, tirozin i fenilalanin),
vaznih prekursora u sintezi fenolnih jedinjenja, Sto dodatno doprinosi njihovoj sintezi u biljnim

¢elijama.
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6.13. Sadrzaj ukupnih flavonoida u plodovima Seri paradajza

Podaci o sadrzaju flavonoida u plodovima Seri paradajza (Lycopersicon esculentum Mill.
"Sakura") u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i izlozenosti presadnica vodnom

stresu prikazani su posebno za svaku godinu istrazivanja (tabela 32 i grafikon 25).

Tabela 32. Prosje¢ni sadrzaj flavonoida u plodovima Seri paradajza u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta 1 izloZenosti presadnica stresu

Sadrzaj ukupnih flavonoida (mg g suvog ploda)

Varijanta

2014. godina 2015. godina
1. Bio-algeen S92 (s) 5,59 +0,50™ 5,39 + 0,49
1. Bio-algeen S92 (k) 4,90 + 0,70° 4,71 + 0,44°
2. Slavol (s) 5,60 + 0,49% 5,39 + 0,46°
2. Slavol (k) 4,54 +0,22°" 437 +0,21°
3. Ergonfill (s) 5,46 + 0,24 526+ 0,24*¢
3. Ergonfill (k) 4,81+021 4,62 + 0,20
4. Netretirano (s) 5,52 +0,35™ 5,31 +0,34™
4. Netretirano (k) 4,43 £0,128 4,26 + 0,128
F test S ¥* S.
LSDy 05 0,356 0,346

Vrijednosti u tabeli su izraZene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija, * - signifikantan
(s) - stres, (k) - kontrola, **s - signifikantan

Sadrzaj flavonoida u plodovima
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Grafikon 25. Sadrzaj ukupnih flavonoida u plodovima Seri paradajza u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta i izlozenosti presadnica stresu u 2014. 1 2015. godini
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Flavonoidi su najbrojnija grupa unutar fenolnih jedinjenja tako da ih se ¢esto posmatra kao
zasebnu grupu jedinjenja. Njihova osnovna karakteristika je posjedovanje 2-fenilbenzopirana,
strukturne forme izgradene od petnaest ugljenikovih atoma, a do danas ih je identifikovano preko
6000. Mnoga istrazivanja su potvrdila njihov vrlo Sirok dijapazon antioksidativnog djelovanja,
tako da je povecanje njihovog sadrzaja u jestivim dijelovima biljke od velikog interesa, kako za
proizvodace, tako 1 za konzumente (Slimestad i sar., 2008).

U obje godine istrazivanja sadrzaj ukupnih flavonoida u plodovima Seri paradajza je bio
statisticki znacajno visi u varijantama gdje su presadnice Seri paradajza bile izlozene vodnom
stresu, nezavisno od toga kojim su stimulatorom rasta presadnice prethodno bile tretirane. Isti
obrazac ponasanja je utvrden i kad je parametar ispitivanja bio sadrzaj ukupnih fenola, Sto sve
zajedno upucuje na zakljucak da kontrolisano izlaganje presadnica Seri paradajza uslovima
vodnog stresa moze umnogome doprinijeti povecanju sadrzaja fenola i flavonoida u plodovima.
Navedeni zakljucak je podudaran i sa zaklju¢cima drugih naucnih radova u kojima je ispitivana
ova problematika (Dumas i sar., 2003; Sanchez-Rodriguez i sar, 2011; Cheynier i sar., 2013).

U uslovima rasta, gdje presadnice Seri paradajza nisu bile izlozene stresu, primjena
preparata Bio-algeena S92 1 Ergonfilla je u obje godine istrazivanja iskazala statisti¢ki znacajan
utjecaj na povisenje sadrzaja ukupnih flavonoida u plodovima, kako u odnosu na varijantu u
kojoj su presadnice Seri paradajza bile tretirane Slavolom, tako i u odnosu na netretiranu
varijantu. Pretpostavka je da je razlog navedenome isti kao i u sluc¢aju sadrzaja ukupnih fenola.
Naime, preparati Bio-algeen S92 i Ergonfill u odnosu na preparat Slavol sadrze u sebi sadrze
visok udio aromatskih aminokiselina (triptofan, tirozin i fenilalanin), vaznih prekursora u sintezi
flavonoidnih jedinjenja, te s tog apekta posmatrano njihova primjena bi trebala doprinijeti vecoj

sintezi fenola 1 flavonoida u biljnim ¢elijama, a rezultati ovog istraZivanja tu tezu i potvrduju.
6.14. SadrZzaj dominantnih fenolnih jedinjenja u plodovima Seri paradajza

U ekstraktima plodova Seri paradajza za svaku ispitivanu varijantu ogleda tehnikom tecne
hromatrografije visokih perfomansi (HPLC) izvrSena je identifikacija 1 kvantifikacija

dominantnih fenolnih jedinjenja: hlorogenske 1 kafeinske kiseline, te rutina i naringenina

(grafikon 26 1 27).
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Grafikon 26. HPLC hromatrogram ekstrakta jednog uzorka ploda Seri paradajza detektovan
na 280 nm. Jedinjenja: (1) hlorogenska kiselina, (2) kafeinska kiselina, (3) (rutin)
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Grafikon 27. HPLC hromatrogram ekstrakta uzorka ploda Seri paradajza detektovan na 350 nm.

Jedinjenja: (1) rutin, (2) naringenin

Podaci o sadrzaju identifikovanih fenolnih jedinjenja: hlorogenske i kafeinske kiseline,

rutina 1 naringenina u plodovima Seri paradajza (Lycopersicon esculentum Mill. "Sakura") u
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zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica stresu tokom 2015.

godine prikazani su u tabeli 33.

Tabela 33. Prosjecne vrijednosti za sadrzaj ispitivanih fenolnih komponenti u plodovima u

zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica stresu

2015. godina

Varijanta sadrzaj ispitivane komponente (mg 100 g svjezeg ploda)
hlorogenska kiselina  kafeinska kiselina Rutin Naringenin
1. Bio-algeen S92 (s) 4,09 + 0,06 0,96 + 0,04° 586+0,117 3,72+ 0,07
1. Bio-algeen S92 (k) 2,79 +0,02° 0,94 + 0,02° 5,30+ 0,13% 3,09 + 0,03
2. Slavol (s) 3,03+0,15° 1,28 +0,03° 5,73 +£0,13* 3,68 +0,33"°
2. Slavol (k) 2,53 +0,05" 1,04 + 0,02° 4,95 +0,20° 3,01 £0,067
3. Ergonfill (s) 2,61 + 0,062 0,97 + 0,02 541 +0,15° 3,67 + 0,08
3. Ergonfill (k) 2,71 +0,02° 0,97 + 0,02° 5,07 +0,02¢ 3,14 + 0,05°
4. Netretirano (s) 3,74 £ 0,08 1,34 £0,02° 591+0,58° 3,81 +0,04°
4. Netretirano (k) 2,99 +0,03% 0,97 +0,02° 529 +0,14%" 2,91 +0,07
F test . ¥* S. S. S.
LSDy0s 0,057 0,058 0,217 0,200

Vrijednosti u tabeli su izrazene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,
(s) - stres, (k) - kontrola, **s - signifikantan

Utvrdivanje profila i sadrZzaja postojecih fenolnih jedinjenja u plodovima Seri paradajza je
vrlo znacajno s aspekta boljeg upoznavanja sastava i kvaliteta plodova Seri paradajza, ali 1 uloge 1
znacaja identifikovanih fenolnih jedinjenja u antioksidativnom sistemu odbrane biljke.

U ekstraktima plodova Seri paradajza identifikovana su i1 kvantifikovana Cetiri jedinjenja:
hlorogenska i kafeinska kiselina, te rutin (kvercetin-3-rutinozid) i naringenin. Hlorogenska
kiselina je ester kafeinske i hininske kiseline, kafeinska kiselina predstavlja derivat hidroksi-
cimetne kiseline, rutin je glikozid sastavljen od flavonola kvercetina i disaharida rutinoze, dok
naringenin spada u flavanone. Od navedenih fenolnih jedinjenja u svim ispitivanim ekstraktima
plodova Seri paradajza najvise je bio zastupljen rutin i1 hlorogenska kiselina, a najmanje kafeinska
kiselina, nezavisno od varijante iz koje su plodovi uzeti za analizu. Do podudarnih rezultata su
dosli Marti i sar. (2017). U njihovom istrazivanju prosje¢ni sadrzaj rutina u ekstraktima plodova
Seri paradajza je prosje¢no iznosio 3,09 mg, a hlorogenske kiseline 2,35 mg 100 g svjeZe
materije, §to je dosta niZe u odnosu na vrijednosti dobijene u ovom istrazivanju. Nasuprot tome,
u radu Martinez-Valverde i sar. (2002) su utvrdene vise prosjeCne vrijednosti za sadrzaj

hlorogenske kiseline u plodovima eri paradajza: 3,2 mg 100 g, a u radu Raffo i sar. (2006) &ak
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i iznad 5,6 mg 100 g svjezeg ploda. Visoka prisutnost rutina i hlorogenske kiseline u
ekstraktima plodova Seri paradajza utvrdena je i u rezultatima istrazivanja mnogih drugih autora
(Wilkens sar., 1996; Slimestad i sar., 2008).

Sadrzaj kafeinske kiseline u ekstraktima plodova Seri paradajza u ovom istrazivanju se
kretao u vrijednostima izmedu 0,97 i 1,28 mg 100 g svjeze materije, §to je podudarno sa
rezultatima istrazivanja Pék-a i sar. (2014) premda postoje radovi u kojima je prosjecni sadrzaj
kafeinske kiseline u plodovima Seri paradajza bio 1 desetak puta manji (Suarez i sar., 2014). U
literaturi su takode pronadene velike oscilacije 1 kada je u pitanju sadrzaj naringenina u
plodovima Seri paradajza (Erba i sar., 2013; Marti i sar., 2017).

Iz pregleda literature se takode moglo uociti da plodovi Seri paradajza u sebi sadrze znatno
vece koli¢ine fenolnih jedinjenja u odnosu na standardne kultivare paradajza, posebno kad je rije¢
o rutinu i hlorogenskoj kiselini (Torres i sar., 2005; Willits i sar., 2005).

Podaci prikazani u tabeli 36 pokazuju da je sadrzaj identifikovanih fenolnih komponenti u
plodovima gotovo uvijek bio ve¢i u varijantama gdje su presadnice Seri paradajza bile izlozene
uslovima vodnog stresa, nezavisno od toga da li su iste prethodno bile tretirane stimulatorom ili
ne. Pozitivan uticaj izlaganja biljaka kontrolisanim stresnim uslovima na poviSenje sadrzaja
ispitivanih fenolnih komponenti u plodovima paradajza potvrden je u brojnim drugim
istrazivanjima (Favati i sar., 2009; Berki i sar., 2014; Helyes i sar., 2014). Toor i sar. (2005)
navode da stresni uslovi posebno poticu aktivaciju enzima fenilalanin-amonij-lijaze (PAL) koji
katalizuje konverziju fenil-alanina u amonijak 1 hidroksicimetnu kiselinu, ¢iji veci sadrzaj
implicira 1 ve¢u sintezu hlorogenske i kafeinske kiseline. Do sli¢nih zapazanja sa aspekta uticaja
stresnih uslova na poticanje aktivacije enzima ukljucenih u sintezu fenolnih jedinjenja dosli su
Bongue-Bartlsman i Phillips (1995).

U uslovima rasta, gdje presadnice Seri paradajza nisu bile izlozene stresu, primjena
stimulatora je u pojedinim slucajevima iskazala statisticki znacajan utjecaj na poviSenje sadrzaja
nekih ispitivanih komponenti u odnosu na netretiranu varijantu (npr. uticaj primjene Slavola na
sadrzaj kafeinske kiseline i rutina), premda su utvrdeni i oprecni slucajevi u kojima je vrijednost
pojedinih ispitivanih komponenti bila najve¢a u netretiranoj varijanti (hlorogenska kiselina).
Interesantan segment ovog dijela istrazivanja je 1 da je sadrZzaj rutina bio statisticki veci u

netretiranoj varijanti u odnosu na varijante gdje je koriS¢en Slavol 1 Ergonfill. Izmedu netretirane
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varijante 1 varijante u kojoj je koris¢en Bio-algeen S92 nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u
pogledu sadrzaja rutina u plodovima.

Rezultati ovog dijela istrazivanja ukazuju na ¢injenicu da je uticaj stimulatora rasta na
sintezu pojedinih fenolnih jedinjenja dosta kompleksan, zavisi od bio-aktivnih komponenti
sadrzanih u preparatu, sposobnosti biljke da ih usvoji 1 uklju¢i u metabolicke procese, ali i od
niza agro-ekoloskih faktora koji uvelike mogu promijeniti tok metabolic¢kih procesa u biljci, a §to
na kraju dovodi i do razlika u vrsti 1 sadrzaju pojedinih fenolnih jedinjenja u posmatranom dijelu

biljke.
6.15. Sadrzaj likopena u plodovima Seri paradajza

Podaci o sadrzaju likopena u plodovima Seri paradajza u zavisnosti od varijante primjene
stimulatora rasta 1 izlozenosti presadnica stresu prikazani su posebno za svaku godinu

istrazivanja (tabela 34, grafikon 28 i 29).

Tabela 34. Prosjecni sadrzaj likopena u plodovima Seri paradajza u zavisnosti od

varijante primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica stresu

Sadrzaj likopena (mg kg svjeZeg ploda)

Varijanta 2014. godina 2015. godina
1. Bio-algeen S92 (s) 89,30 £ 3,14 90,66 £ 2,69
1. Bio-algeen S92 (k) 87,06 + 5,00"° 88,25 + 2,97
2. Slavol (s) 91,63 = 5,57 91,22 +2,97°
2. Slavol (k) 85,30 £9,57"¢ 86,60 + 3,68°
3. Ergonfill (s) 87,11 + 3,86 90,33 + 2,98
3. Ergonfill (k) 85,87 + 7,43 88,39 + 1,86™¢
4. Netretirano (s) 89,63 + 5,43 88,25 +2,12°¢
4. Netretirano (k) 79,92 + 5,86" 86,17 +3,11°
F test §.¥* S.
LSDy s 5,32 2,47

Vrijednosti u tabeli su izraZene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija,
(s) - stres, (k) - kontrola, **s - signifikantan
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Sadrzaj likopena u plodovima Seri paradajza (2014)

Bioalgeen kontrola

94.00 9163
92.00 - M Bioalgeen stres
© 90.00 89.30 89.63
Ee) : .
o Ergonfil kontrola
= 88.00
E" 86.00 M Ergonfil stres
.2, 84.00
3 Slavol kontrola
~ 82.00
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—:D 80.00 Slavol stres
€ 78.00 i
Netretirano kontrola
76.00
74.00 M Netretirano stres

Grafikon 28. Sadrzaj likopena u plodovima Seri paradajza u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica stresu u 2014. godini

Sadrzaj likopena u plodovima Seri paradajza
(2015)

Bioalgeen kontrola

90.66 91.22 W Bioalgeen stres

88.25~
Ergonfil kontrola

M Ergonfil stres
Slavol kontrola
Slavol stres
Netretirano kontrola

M Netretirano stres

Grafikon 29. Sadrzaj likopena u plodovima Seri paradajza u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica stresu u 2015. godini

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je sadrzaj likopena u plodovima Seri paradajza
bio ve¢i u varijantama u kojima su presadnice bile izlagane kontrolisanim stresnim uslovima,
nezavisno od tretmana stimulatorom rasta.

U obje godine istrazivanja najveci sadrzaj likopena u plodovima Seri paradajza je utvrden u

varijanti u kojoj su presadnice Seri paradajza prije izlaganja kontrolisanim stresnim uslovima bile
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tretirane Slavolom, a najmanji u netretiranoj varijanti gdje biljke tokom svog uzgoja ni u jednom
momentu nisu bile izlagane stresnim uslovima. Iz podataka prikazanih u tabeli moze se vidjeti da
mnoge razlike u sadrzaju likopena u plodovima Seri paradajza izmedu ispitivanih varijanti nisu
bile statisticki opravdane za nivo signifikantnosti p<0.05. Tako npr. izmedu varijante u kojoj su
presadnice bile tretirane Bia-algeenom S92 i izloZene stresu 1 njene kontrole u kojoj presadnice
tretirane istim preparatum nisu bile izlagane stresnim uslovima nije utvrdena statisticka razlika u
sadrzaju likopena u plodovima Seri paradajza, nezavisno od godine istrazivanja. Isti obrazac
ponasanja utvrden je i kad je preparat Ergonfill bio predmet istrazivanja.

Iz pregleda podataka o ispitivanoj problematici u dostupnoj nauc¢noj literaturi moze se
izvu¢i konstatacija da je uticaj suSe na sintezu likopena u plodovima paradajza vrlo kompleksan i
u nedovoljnoj mjeri razjaSnjen. Chaves i sar. (2009) u svom radu navode da je veci stepen
produkcije likopena u plodovima paradajza popraden intenzivnim nakupljanjem hormona
apscisinske kiseline (ABA), $to je primarni indikator stanja vodnog stresa u biljci. Ovi podaci idu
u prilog tezi da paradajz u uslovima stresa vise sintetiSe likopen u odnosu na uzgoj u optimalnim
uslovima rasta, a Sto potvrduju rezultati kako ovog, tako i mnogih drugih istrazivanja (Theobald i
sar., 2007; Favati i sar., 2009). Theologis 1 sar. (1993) takode navode da je i aktivnost hormona
etilena u visokoj korelaciji sa sintezom likopena $to je 1 ocekivano, ako se uzme u obzir ¢injenica
da je hormon etilen u vecoj mjeri prisutan u fazi dozrijevanja ploda kada se sinteza likopena i
desava. Ovdje treba imati u vidu i ¢injenicu da je moguénost nakupljanja likopena u plodovima
paradajza genetski ogranicen proces shodno genotipu uzgajanog kultivara, ali ukoliko je moguce
primjenom odredene agrotehnicke mjere usmjeriti biljke paradajza u pravcu maksimalnog
iskoriStavanja svoga genetskog potencijala za stvaranje likopena u plodovima, onda je iste
pozeljno 1 koristiti. Rezultati ovog istraZivanja su pokazali da je sadrzaj likopena u plodovima
Seri paradajza bio veci u varijantama u kojima su presadnice bile izlagane kontrolisanim stresnim
uslovima, nezavisno od tretmana stimulatorom rasta.

U obje godine istrazivanja najveci sadrzaj likopena u plodovima Seri paradajza je utvrden u
varijanti u kojoj su presadnice Seri paradajza prije izlaganja kontrolisanim stresnim uslovima bile
tretirane Slavolom, a najmanji u netretiranoj varijanti gdje biljke tokom svog uzgoja ni u jednom
momentu nisu bile izlagane stresnim uslovima. Iz podataka prikazanih u tabeli moze se vidjeti 1
da mnoge razlike u sadrzaju likopena u plodovima Seri paradajza izmedu ispitivanih varijanti nisu

bile statisticki opravdane za nivo signifikantnosti p<0.05. Tako na primjer izmedu varijante u
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kojoj su presadnice bile tretirane Bia-algeenom S92 i izlozene stresu i njene kontrole u kojoj
presadnice tretirane Bio-algeenom nisu bile izlagane stresnim uslovima nije utvrdena statisticka
razlika u sadrzaju likopena u plodovima Seri paradajza, nezavisno od godine istrazivanja. Isti
obrazac ponaSanja utvrden je i kad je preparat Ergonfill bio predmet istrazivanja.

Iz pregleda podataka o ispitivanoj problematici u dostupnoj literaturi moze se izvuci
konstatacija da je uticaj suSe na sintezu likopena u plodovima paradajza vrlo kompleksan 1 u
nedovoljnoj mjeri razjasnjen. Chaves i1 sar. (2009) u svom radu navode da je veci stepen
produkcije likopena u plodovima paradajza popracen intenzivnim nakupljanjem hormona
apscisinske kiseline (ABA), $to je primarni indikator stanja vodnog stresa u biljci. Ovi podaci idu
u prilog tezi da paradajz u uslovima stresa vise sintetiSe likopen u odnosu na uzgoj u optimalnim
uslovima rasta, a §to potvrduju rezultati kako ovog, tako i mnogih drugih istrazivanja (Theobald i
sar., 2007; Favati i sar., 2009). Theologis 1 sar. (1993) takode navode da je i aktivnost hormona
etilena u visokoj korelaciji sa sintezom likopena §to je i ocekivano, ako se uzme u obzir ¢injenica
da je hormon etilen u vecoj mjeri prisutan u fazi dozrijevanja ploda kada se sinteza likopena i
desava. Ovdje treba imati u vidu i ¢injenicu da je moguénost nakupljanja likopena u plodovima
paradajza genetski ograniCen proces shodno genotipu uzgajanog kultivara, ali ukoliko je moguce
primjenom odredene agrotehnicke mjere usmjeriti biljke paradajza u pravcu maksimalnog
iskoriStavanja svoga genetskog potencijala za stvaranje likopena u plodovima, onda je iste
pozeljno i primjenjivati. Kontrolisano izlaganje presadnica Seri paradajza uslovima stresa
svakako jeste jedna od takvih agrotehnic¢kih mjera.

Povecani sadrzaj likopena u plodovima paradajza je pozeljan prvenstveno zbog njegovih
antioksidativnih svojstava. Taj efekat likopen postize zahvaljujuci velikom broju dvostrukih veza
u svojoj strukturi, te stoga vrlo lako stupa u reakciju sa slobodnim radikalima, ¢ine¢i ih time
manje reaktivnim (Lenucci i sar., 2006). Zahvaljujuci visokom redoks potencijalu i lipofilnom
karakteru likopen je posebno efikasan u inhibiranju peroksi radikala nastalih tokom peroksidacije
lipida, $to u velikoj mjeri uti¢e na zastitu celijskih membrana i lipoproteina od oksidacije. S
obzirom da iste efekte pokazuje 1 u organizmu covjeka, nastojanjima poviSenja sadrzaja likopena
u konzumnim plodovima paradajza se u svijetu poklanja izuzetna paznja (Nasir i sar., 2015). U
svom preglednom ¢lanku Giovannucci (1999) je iznio niz benefita koje donosi konzumacija
namirnica bogatih likopenom, a neki od njih su usko vezane uz prevenciju karcinoma prostate, ali

i nekih drugih oboljenja.
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6.16. Ukupni antioksidacijski kapacitet u plodovima Seri paradajza

Vrijednosti ukupnog antioksidacijskog kapaciteta u plodovima Seri paradajza (Lycopersicon
esculentum Mill. "Sakura") u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i itlozenosti

presadnica stresu prikazani su posebno za svaku godinu istrazivanja (tabela 35).

Tabela 35. Prosjecne vrijednosti za ukupni antioksidacijski kapacitet u plodovima u zavisnosti

od varijante tretiranja stimulatorom rasta 1 izloZenosti presadnica stresu

Ukupni antioksidacijski kapacitet (umol Fe** g suvog ploda)

Varijanta _ >
2014. godina 2015. godina
1. Bio-algeen S92 (s) 200,50 + 16,19% 188,35 + 8,37
1. Bio-algeen S92 (k) 161,79 + 17,38° 155,90 + 13,41°
2. Slavol (s) 201,20 + 9,36 196,57 + 11,25°
2. Slavol (k) 150,01 £ 6,66 151,19 + 24,08
3. Ergonfill (s) 190,95 + 24,651 190,13 + 10,53*
3. Ergonfill (k) 154,47 + 6,69 151,60 + 6,49
4. Netretirano (s) 197,98 + 10,55™* 194,26 + 10,82%°
4. Netretirano (k) 145,55 £ 14,11" 141,43 + 4,902
F test S ¥* S.
LSDy s 12,91 10,33

Vrijednosti u tabeli su izrazene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka * standardna devijacija,
(s) - stres, (k) - kontrola, **s - signifikantan

Podaci prikazani u tabeli 35 pokazuju da je prosjecna vrijednost ukupnog antioksidacijskog
kapaciteta u plodovima Seri paradajza (FRAP) bila statisticki znacajno veca u varijantama u
kojima su presadnice bile izlagane stresu, nezavisno od toga da li su prethodno bile tretirane
stimulatorom rasta ili ne. Navedeni rezultati su podudarni sa rezultatima istrazivanja mnogih
drugih naucnika koji su takode utvrdili da biljke paradajza u stresnim uslovima znacajno
povecavaju svoj antioksidativni sistem odbrane (Nuruddin i sar., 2003; Barbagallo i sar., 2013;
Seng, 2014). To u pravilu ¢ine na nacin da unutar svog metabolizma pokrecu sintezu razlicitih
enzimskih i1 neenzimskih antioksidansa ¢ije djelovanje je usmjereno ili u pravcu neutralizacije
slobodnih radikala ili u pravcu popravljanja Stete nastale usljed negativnog djelovanja slobodnih
radikala (Murshed i sar., 2013). Poznato je da su jedni od najznacajnijih antioksidanasa fenolna
jedinjenja, a rezultati ovog, ali i niza drugih istrazivanja, ukazuju na €injenicu da ih biljka u

uslovima stresa intenzivno stvara.
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U obje godine istrazivanja, ukoliko se posmatra uticaj stimulatora rasta na vrijednost
ukupnog antioksidacijskog kapaciteta u plodovima Seri paradajza isklju¢ivo izmedu varijanti u
kojima su presadnice izlagane stresu, moze se uociti da nijedan tretman stimulatorom rasta nije
pokazao statisticki znacajan uticaj u odnosu na netretiranu varijantu. Navedeni podatak dodatno
potkrepljuje €injenicu da je stres primarni pokretac povecane sinteze antioksidanasa u biljci, a da
primjena stimulatora moze u vecoj ili manjoj mjeri doprinijeti njihovoj sintezi, zavisno od sastava
stimulatora, sposobnosti biljke da iskoristi bioaktivne supstance u navedenim preparatima za
sintezu antioksidanasa, ali 1 od uslova u kojima se biljke uzgajaju.

Rezultati istrazivanja su takode pokazali da je, u uslovima rasta gdje presadnice Seri
paradajza nisu bile izloZene vodnom stresu, jedino stimulator Bioalgeen S-92 pokazao statisticki
znacajan ucinak na povecanje vrijednosti ukupnog antioksidacijskog kapaciteta u plodovima Seri
paradajza i to isklju¢ivo u odnosu na netretiranu varijantu.

Utvrdene razlike u vrijednostima antioksidacijskog kapaciteta u plodovima Seri paradajza
izmedu drugih varijanti u navedenim uslovima rasta nisu bile statisticki opravdane. Ako se uzme
u obzir ¢injenica da je Bio-algeen S92 pokazao i najveci uticaj na povecanje sadrzaja fenola i
flavonoida u plodovima Seri paradajza, moze se konstatovati da njegova primjena u odnosu na
druge koriS¢ene stimulatore rasta ima najvecu efikasnost sa aspekta jacanja antioksidativnog

sistema odbrane biljke.

6.17. Rezultati korelacione analize izmedu ispitivanih antioksidanasa i ukupnog

antioksidacijskog kapaciteta u plodovima Seri paradajza

Koeficijent korelacije zavisnosti izmedu sadrzaja ukupnih fenola, flavonoida, likopena i
ukzpnog antioksidacijskog kapaciteta (FRAP) u plodovima Seri paradajza (Lycopersicon
esculentum Mill. "Sakura") prikazan je tabelarno, posebno za svaku godinu istrazivanja (tabela

361 37).
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Tabela 36. Izracunate vrijednosti Paersonovog koeficijenta korelacije (r) izmedu ispitivanih

varijabli za ogled proveden 2014. godine

2014. godina (Pearsen-ov koeficijent korelacije)

Varijanta Vitamin C Fenoli Flavonoidi Likopen FRAP
Vitamin C 1 0,5422 0,5766 0,9967 0,9988
Bio-algeen Fenoli 1 0,9991 0,6081 0,7826
S92 Flavonoidi 1 0,6405 0,7158
(stres) Likopen 1 0,9994
FRAP 1
Vitamin C 1 0,9806 0,9538 0,9849 0,9820
Bio-algeen Fenoli 1 0,9942 0,9318 0,9260
S92 Flavonoidi 1 0,8874 0,8800
(kontrola) Likopen 1 0,9998
FRAP 1
Vitamin C 1 0,9990 0,9847 0,9817 0,9359
Slavol Fenoli 1 0,9762 0,9725 0,9503
(stres) Flavonoidi 1 0,9998 0,8604
Likopen 1 0,8518
FRAP 1
Vitamin C 1 0,7652 0,9646 0,7304 0,9270
Slavol Fenoli 1 0,9079 0,9986 0,9508
(kontrola) Flavonoidi 1 0,8847 0,9931
Likopen 1 0,9332
FRAP 1
Vitamin C 1 0,9438 0,9820 0,9890 0,9988
Ergonfill Fenoli 1 0,8643 0,8845 0,9267
(stres) Flavonoidi 1 0,9991 0,9899
Likopen 1 0,9950
FRAP 1
Vitamin C 1 0,7626 0,9260 0,6635 0,6164
Ergonfill Fenoli 1 0,9503 0,9899 0,9794
(kontrola) Flavonoidi 1 0,8967 0,8680
Likopen 1 0,9981
FRAP 1
Vitamin C 1 0,9997 0,9245 0,8880 0,9340
Netretirana Fenoli 1 0,9337 0,8993 0,9427
(stres) Flavonoidi 1 0,9962 0,9997
Likopen 1 0,9937
FRAP 1
Vitamin C 1 0,6658 0,7559 0,8728 0,6136
Netretirana Fenoli 1 0,9917 0,9452 0,9977
(kontrola) Flavonoidi 1 0,9792 0,9808
Likopen 1 0,9208
FRAP 1
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Tabela 37. IzraCunate vrijednosti Pearsonovog koeficijenta korelacije (r) izmedu ispitivanih

varijabli za ogled sproveden 2015. godine

2015. godina (Paersen-ov koeficijent korelacije)

Varijanta Vitamin C Fenoli Flavonoidi Likopen FRAP
Vitamin C 1 0,8373 0,7572 0,9312 0,9980
Bio-algeen Fenoli 1 0,9911 0,9790 0,8014
S92 Flavonoidi 1 0,9432 0,7147
(stres) Likopen 1 0,9065
FRAP 1
Vitamin C 1 0,9832 0,9918 0,9239 0,9863
Bio-algeen Fenoli 1 0,9984 0,8386 0,9998
S92 Flavonoidi 1 0,8677 0,9992
(kontrola) Likopen 1 0,8480
FRAP 1
Vitamin C 1 0,6765 0,9475 0,9606 0,7650
Slavol Fenoli 1 0,8764 0,8544 0,9918
(stres) Flavonoidi 1 0,9900 0,9307
Likopen 1 0,9138
FRAP 1
Vitamin C 1 0,6596 0,7205 0,9405 0,6619
Slavol Fenoli 1 0,9964 0,8757 0,9999
(kontrola) Flavonoidi 1 0,9133 0,9967
Likopen 1 0,8771
FRAP 1
Vitamin C 1 0,9781 0,7857 0,7551 0,9305
Ergonfill Fenoli 1 0,8972 0,8750 0,9863
(stres) Flavonoidi 1 0,9988 0,9577
Likopen 1 0,9428
FRAP 1
Vitamin C 1 0,9820 0,9353 0,9983 0,9844
Ergonfill Fenoli 1 0,9853 0,9914 0,9999
(kontrola) Flavonoidi 1 0,9546 0,9830
Likopen 1 0,9931
FRAP 1
Vitamin C 1 0,9725 0,9148 0,9443 0,8999
Netretirana Fenoli 1 0,9837 0,9950 0,7735
(stres) Flavonoidi 1 0,9968 0,6472
Likopen 1 0,7063
FRAP 1
vitamin C 1 0,9563 0,9298 0,9846 0,8024
Netretirana Fenoli 1 0,9968 0,9927 0,9418
(kontrola) Flavonoidi 1 0,9797 0,9657
Likopen 1 0,8943
FRAP 1

Iz podataka prikazanih u tabelama 36 i 37 moze se uociti da su u obje godine istrazivanja u
plodovima Seri paradajza utvrdene visoke vrijednosti Pearson-ovog koeficijenta korelacije za

odnos izmedu ispitivanih antioksidanasa i ukupnog antioksidacijskog kapaciteta, nezavisno od
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tretmana stimulatorom rasta ili uslova u kojima su biljke bile uzgajane. Navedeni podaci ukazuju
na Cinjenicu da u plodovima Seri paradajza izmedu ispitivanih antioksidanasa i ukupnog
antioksidativnog kapaciteta postoji jaka medusobna povezanost, a §to je saglasno i sa radovima
drugih nauc¢nika koji su takode utvrdili jaku korelacionu vezu izmedu sadrzaja nekih od
navedenih antioksidansa i antioksidacijskog kapaciteta u plodovima biljaka (Vasco i sar., 2008;
Gasemi i sar., 2009; Hasna i Afidah, 2009; Kaur i Mondal, 2014).

Najveca vrijednost koeficijenta korelacije izmedu ukupnog antioksidacijskog kapaciteta i
ispitivanih antioksidanasa utvrdena je u odnosu sa sadrzajem ukupnih fenola (0,7735 - 0,9999),
zatim sa likopenom (0,7063 - 0,9981), zatim flavonoidima (0,6472 - 0,9982), te na kraju
vitaminom C (0,6136 - 0,9988). Evidentna povezanost izmedu sadrzaja ispitivanih antioksidanasa
1 ukupnog antioksidacijskog kapaciteta u plodovima Seri paradajza upucuju na hipotezu da porast
sadrzaja fenola, flavonoida, likopena ili vitamina C utice na povecanje vrijednosti
antioksidativnog kapaciteta biljke, Sto je u mnogim radovima dokazano, a i samo po sebi se
namece kao zakljucak buduéi da su antioksidativna svojstva ispitivanih materija ve¢ odavno
utvrdena i poznata (Aguirre i Cabrera, 2012; Alaoui i sar., 2015; Nimse i Pal, 2015).

Ako se posmatra zavisnost izmedu ispitivanih antioksidanasa, utvrdeni koeficijenti
korelacije takode upucuju na ¢injenicu da i izmedu njih postoji visoka uzajamna povezanost,
nezavisno od toga koji su ispitivani antioksidansi stavljeni u odnos. Navedeni obrazac ponasanja
utvrden je u svim varijantama eksperimenta. Dobijeni rezultati nisu iznenadujuéi ako se uzme u
obzir da biljka tokom svog razvoja nastoji u svojim biljnim dijelovima razli¢itim metabolickim
putevima akumulirati §to vecu koli¢inu antioksidanasa, te je bilo i za o¢ekivati da porast sadrzaja
jednog antioksidansa prati i porast drugih. Ovdje treba imati u vidu da visok stepen korelacione
veze izmedu ispitivanih antioksidanasa ne znaci automatski i uzro¢no-posljedi¢nu vezu, odnosno
preciznije re¢eno, navedeni pokazatelj ne implicira na zaklju¢ak da porast sadrzaja jednog
ispitivanog antioksidansa direktno utice na porast sadrzaja drugog. Kada su medusobni odnosi
izmedu ispitivanih antioksidansa u plodovima Seri paradajza u pitanju, takvu implikaciju nema
osnove ni razmatrati budu¢i da su putevi sinteze fenolnih jedinjenja, likopena i vitamina C u
biljci dosta razli¢iti. Naime, sinteza vitamin C u biljkama je usko vezana uz metabolizam ugljenih
hidrata, tacnije nastaje iz razlicitih heksoza direktnom ili indirektnom konverzijom, likopen je
spoj izoprenoidne prirode koji nastaje spajanjem izoprenskih jedinica, dok se fenolna jedinjenja

sintetiSu ili preko ciklusa Sikiminske kiseline ili preko acetatno-malonatnog ciklusa, §to sve
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ukazuje na cinjenicu da izmedu navedenih metabolickih puteva postoje razli¢iti inputi, ali 1
smjerovi kretanja. Premda sinteza navedenih antioksidanasa nije direktno vezana jedna uz drugu,
neosporna je ¢injenica da ih biljka u uslovima vodnog stresa znatno vise sintetiSe (Parvaiz i
Satyawati, 2008; Stevens i sar., 2008; Murshed i sar., 2013; Okunlola i sar., 2015), §to potvrduju

1 rezultati ovog istrazivanja.
6.18. Ukupni prinos Seri paradajza

Rezultati analize ukupnog prinosa Seri paradajza (Lycopersicon esculentum Mill.
"Sakura" ) u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i izlozenosti presadnica stresu

prikazani su posebno za svaku godinu istrazivanja (tabela 38 1 grafikon 30).

Tabela 38. Prosje¢na vrijednost ukupnog prinosa Seri paradajza u zavisnosti od varijante

primjene stimulatora rasta i izloZenosti presadnica stresu

Ukupni prinos (izrazeno u kg po biljci)

Varijanta 2014. godina 2015. godina
1. Bio-algeen S92 (s) 1,69 £ 0,55° 1,77 £0,24°
1. Bio-algeen S92 (k) 2,46 + 0,45 2,41 0,25
2. Slavol (s) 1,29 £ 0,358 1,28 + 0,458
2. Slavol (k) 2,20 + 0,40™ 2,22 +0,30%
3. Ergonfill (s) 1,60 + 0,30 1,61+ 0,45
3. Ergonfill (k) 2,19 +0,40™ 2,21 +0,30™
4. Netretirano (s) 1,14 £ 0,50% 1,07 £ 0,80%
4. Netretirano (k) 2,07 £0,35 2,07 + 0,447
F test 8. k¥ S.
LSDy5 0,285 0,295

Vrijednosti u tabeli su izrazene kao srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka + standardna devijacija, * - signifikantan
(s) - stres, (k) - kontrola, **s - signifikantan
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Ukupan prinos

2.46

kg po biljci

Grafikon 30. Prinos Seri paradajza u zavisnosti od varijante primjene stimulatora rasta i

1zloZenosti presadnica stresu u 2014. 1 2015. godini

Iz prikazanih rezultata se moze vidjeti da je prinos Seri paradajza bio statisticki znacajno
nizi u varijjantama gdje su presadnice Seri paradajza bile izlozene uslovima kontrolisanog vodnog
stresa, nezavisno od toga da li su presadnice Seri paradajza prethodno bile tretirane stimulatorom
rasta ili ne. Dobijeni rezultati su bili i o¢ekivani ako se uzme u obzir ¢injenica da nedostatak vode
negativno uti¢e na rast i diobu celija, ograni¢ava fotosintezu, smanjuje moguénost zametanja i
razvoj ploda, inhibira sintezu primarnih metabolita, a Sto sve zajedno negativno utice na ukupni
prinos (Farooq i sar., 2009). U mnogim nauc¢nim radovima je takode utvrden nizak prinos
paradajza ukoliko su biljke prethodno bile izloZene uslovima vodnog stresa (Birhanu i Tilahun
2010; Nahar i sar., 2011; Pék i sar., 2014).

Podaci prikazani u tabeli 38 takode pokazuju da je, posmatrano unutar istih uslova gajenja,
primjena svih stimulatora rasta pozitivno uticala na povecanje prinosa Seri paradajza u odnosu na
netretiranu varijantu. Ukoliko se usporeduju samo vrijednosti prinosa Seri paradajza izmedu
varijanti u kojima su biljke bile izlozene vodnom stresu, moze se uociti da je u obje godine
istrazivanja u varijantama gdje su koriS¢eni stimulatori rasta navedeno povecanje prinosa bilo 1
statisticki opravdano. Izuzetak je samo varijanta gdje su presadnice Seri paradajza bile tretirane
Slavolom. U toj varijanti povecanje prinosa nije imalo statisticku opravdanost, posmatrano u

odnosu na netretiranu varijantu, nezavisno od godine istrazivanja. Pretpostavka je da je slabiji
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efekat Slavola na povecanje prinosa u uslovima vodnog stresa posljedica negativnog uticaja
nedostatka vode na razvoj mikroorganizama. Naime, Slavol je preparat Ciji je sastav baziran na
korisnim bakterijama iz grupe azotofiksatora i1 fosfomineralizatora, a ¢ija sposobnost
prezivljavanja, te samim time i1 efekat na razvoj biljke nije zagarantovan ve¢ zavisi od mnogo
faktora, u prvom redu od sadrzaja vode u uzgojnom supstratu, interakcije u sistemu biljka-
mikroorganizmi, te hemijskih i fizickih osobina uzgojnog supstrata (Zahran, 1999; Avis i sar.,
2008). Budu¢i da nedostatak vode ne uti¢e pozitivno na razvoj mikroorganizama, moguce je da
benefiti primjenjenih mikroorganizama u uslovima vodnog stresa budu manje izrazeni, S$to
rezultati ovog istrazivanja, kad je parametar prinosa u pitanju, to i potvrduju. Za razliku od
Slavola, preparati Bio-algeen S92 i Ergonfill u sebi sadrze visok udio makroelemenata te veliki
broj drugih bioaktivnih supstanci za koje je dokazan pozitivan uticaj na metabolizam biljke, pa je
shodno navedenome bilo i za ocekivati da primjena navedenih preparata iskaze veci efekat na
povecanje prinosa u odnosu na Slavol.

U uslovima rasta, gdje biljke tokom svog rasta i razvoja nisu bile izlozene kontrolisanom
vodnom stresu, razlike u prinosu izmedu ispitivanih varijanti su bile dosta manje. Samo u
varijanti gdje su biljke bile tretirane preparatom Bio-algeenom S92, prosjecna vrijednost prinosa
je bila statisti¢ki znacajno veca u odnosu na netretiranu varijantu. Prinos u varijantama gdje je
koris¢en Slavol i Ergonfill je takode bio ve¢i u odnosu na prinos u netretiranoj varijanti, ali to
povecanje nije imalo svoju statistiCku opravdanost. Statisticki opravdane razlike u prinosu nisu
postojale ni izmedu varijanti gdje su primjenjivani stimulatori rasta, premda je u obje godine
istrazivanja vrijednost prinosa bila najveca u varijanti gdje je korisS¢en Bio-algeen S92.

Iz analize svih rezultata koji se odnose na prinos, moze se konstatovati da je vodni stres
ogranicavaju¢i faktor u postizanju vecih prinosa Seri paradajza, ali da primjena koristenih
stimulatora rasta moze umnogome uticati na smanjenje posljedica stresa na uzgajanu biljku,

usljed Cega je i prinos u takvim varijantama veci.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu sprovedenog istrazivanja i dobijenih rezultata izvedeni su sljede¢i zakljucci:

» lzlaganje presadnica Seri paradajza uslovima vodnog stresa dovelo je do znacajnih
promjena u njithovom rastu i1 metabolizmu, a koje su se izmedu ostalog manifestovale u
povecanoj sintezi osmotski aktivne materije prolina u celijama listova, usporenom
povecavanju povrsine listova, smanjenoj sintezi fotosintetskih pigmenata, te povecanoj

sintezi fenolnih i flavonoidnih jedinjenja u listovima.

» Presadnice Seri paradajza tretirane Bio-algeenom S92, Slavolom i Ergonfillom su u
stresnim uslovima imale statisticki znacajno viSu vrijednost vodnog potencijala i nizu
stopu sinteze prolina u ¢elijama listova u odnosu na netretirane presadnice iz Cega se
moze zakljuciti da je stepen stresa u navedenim presadnicama bio manji, odnosno da je
primjena navedenih stimulatora rasta doprinijela boljoj osmotskoj adaptaciji presadnica

Seri paradajza stresnim uslovima.

» Primijenjeni stimulatori rasta su znacajno uticali i na povecanje sadrzaja fotosintetskih
pigmenata, ukupnih fenola i flavonoida, te ukupnog antioksidacijskog kapaciteta u
listovima Seri paradajza izloZzenim stresu posmatrano u odnosu na netretiranu varijantu, a
Sto dodatno doprinosi vecoj adaptilnosti tretiranih presadnica stresnim uslovima. Na
povecanje sadrzaja hlorofila u listovima Seri paradajza su statisticki najveci uticaj iskazali
preparati Slavol 1 Bio-algeen S92, a na sadrzaj fenola i flavonoida, te ukupnog
antioksidacijskog kapaciteta preparati Ergonfill i Bio-algeen S92. Efekat Slavola na
povecanje sinteze hlorofila u listovima se moze objasniti ¢injenicom da isti u sebi sadrzi
bakterije azotofiksatore koje doprinose veéem stepenu usvajanja azota od strane
korijenovog sistema biljke, a samim time i vec¢oj dostupnosti azota za potrebe sinteze
pigmenata u Celijama listova, dok se efekat Bio-algeena S92 na sintezu hlorofila moze
pripisati sinergijskom efektu veceg broja komponenti unutar njegovog sastava, u prvom
redu razli¢itih azotnih jedinjenja, medu kojima i glutamata, prekursora u sintezi pigmenta

hlorofila. Smatra se da je postignuti efekat Bio-algeena S92 i1 Ergonfilla na povecanje
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sadrzaja fenola i flavonoida u listovima presadnica Seri paradajza prvenstveno rezultat
visoke zastupljenosti aromatskih aminokiselina (triptofana, tirozina i fenilalanina) u
sastavu navedenih preparata, a za koje je poznato da su jedni od vaznih prekursora u

sintezi fenolnih jedinjenja.

Aktivnost enzima PPX, GPX, APX, CAT i1 SOD je bila zna¢ajno veca u listovima
presadnica Seri paradajza izlozenih vodnom stresu u odnosu na neizlozene, nezavisno od
tretmana presadnica ispitivanim preparatima, a iz ¢ega se moze zakljuciti da presadnice
Seri paradajza u uslovima stresa intenzivno pokrecu svoj antioksidativni sistem u kojem
bitnu ulogu ima aktivnost navedenih enzima. Stepen porasta aktivnosti PPX, GPX, APX,
CAT 1 SOD je bio znacajno manji u u listovima presadnica Seri paradajza koje su prije
izlaganja stresu bile tretirane stimulatorima rasta, $to upucuje na zaklju¢ak da njihova
primjena ima svoju opravdanost sa aspekta odgadanja ulaska presadnica Seri paradajza u

stresno stanje.

Presadnice Seri paradajza izloZene kontrolisanim stresnim uslovima su nezavisno od
koriS¢enog stimulatora rasta ostvarile znac¢ajno nizi prinos u odnosu na presadnice koje su
bile redovno zalijevane, $to potvrduje hipotezu da nedostatak vode negativno utice na rast
i diobu ¢elija, te smanjuje mogucnost zametanja i razvoja ploda. Primjena stimulatora
rasta, u prvom redu Bio-alggena S92, je donekle uspjela smanjiti pad prinosa u

"stresiranim" presadnicama, ali ga nije uspjela sprijeciti.

Sadrzaj ukupne rastvorljive suve materije, ukupnih kiselina, vitamina C, likopena,
ukupnih fenola, flavonoida, te ukupnog antioksidacijskog kapaciteta u plodovima Seri
paradajza je bio veéi u varijantama gdje su presadnice jedno vrijeme bile izloZene
stresnim uslovima, nezavisno od koriS¢enog stimulatora rasta. Iz navedenog se moze
zakljuciti da izlaganje presadnica Seri paradajza kontrolisanom stresu moze umnogome

doprinijeti povecanju nutritivne 1 zdravstvene vrijednosti njihovih plodova.

Generalni zakljuCak provedene doktorske disertacije je taj da je stres uslovljen

nedostatkom vode ogranicavajuéi faktor u uzgoju Seri paradajza, te da primjena Bio-
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algeena S92, Slavola i Ergonfilla moZe u vecoj ili manjoj mjeri doprinijeti ublaZzavanju
posljedica stresa na biljku, zavisno od sastava stimulatora rasta, sposobnosti biljke da
iskoristi bioaktivne supstance u navedenim preparatima za svoj metabolizam, te uslova u
kojima se biljke uzgajaju. U uslovima u kojima je proveden ovaj ogled, Bio-algeen S92 je
uopSteno posmatrano pokazao najvecu efikasnost u jaCanju mehanizma osmotske
adaptacije 1 antioksidativnog sistema odbrane presadnica Seri paradajza na vodni stres, te
je sasvim izvjesno da njegova primjena ima svoju opravdanost sa aspekta povecanja
tolerantnosti presadnica Seri paradajza prema nedostatku vode, a samim time i sa aspekta

poboljsanja produktivnosti Seri paradajza u uslovima vodnog stresa.
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YHUBEP3UTET ¥ BAIBLOJ JIVITH

DOAKVYIITET: IIO/bOITPUBPEIHU
SKET Y Bqy

U3BJEILITAJ

0 oujenu ypalhene 0okmopcke oucepmauiije

I TIOJAITT O KOMUCHJIU

1) Hacragno-Hayuno sujehe [Tosonpuspeasor dakyarera YHuBepsuteTa y bamoj JIvim
Onitykom 6poj 10/3.815-5-10/18 0 26.03.2018. roaune umenosano je Komucujy 3a
oujeHy v onbpaHy ypahene nokropeke auceprauuje mp Cenana Mypruha, non
HacioBoM: EduxacHoeT npumjene SHoCTHMYIaTOpa y peryialujy NpoayKTHBHOCTH
wepu napanajza (Lycopersicon esculentum Mill. "Sakura"), y cnujenehiem cacraBy:

2) Hp WUrana Makcumosuli, pegosnu npogecop [Nossonpuspeanor gakyareta
Yuusepsuteta y Hosom Camy, Ha yxoj HayuHoj obnactn:@u3nooruja u ucxpana Oumbaxa,
npeacjenHux Komwucnje.

Hp Ponomy6 Ospava, peaosnu npodecop Iossonpuspeanor haxynreta YHuBep3uTeTa y

bamwoj JIyuu, Ha yxo] Haydnoj obmactu: Mexpana v dusuosioruja 6ubaka, MEHTOP- YIaH.

Hp Buaa Togoporuh, Baupennu npodecop [NosonpuspenHor dakyntera YHupepaurera

v bawoj Jlyuu, Ha y:k0j Hay4HOj 00IacTH: XOPTUKY/ITYPA, UiaH.

Hp Xamauja Yusuh, penosnu npodecop Iomonpuspeano-npexpambenor hakyatera

VYnuusepsutera y CapajeBy, Ha yx0j HayuHoj obnactu: [legonoruja, Arpoxemuja u

MelIHopaLUje, 4iaH,

Hp Tujana [Ieetuh Antuh, Banpeanu npodecop buonowkor dakyateta Y HusepauTera
1acti: duzno

1) HapecTH maTyM M OpraH xoju je MMEHOBAEO KOMHCH]Y;
2) HapecTn cacTap KOMHCHje ca HA3HAKOM HMeHa M Npe3HMelia CBAKOT 4Mara, HayqHO-HacTaBHOT 3Bama, Ha3HRa
yike HayuHe 00macTH 3a xojy je HzadpaH y 3Bame W HA3WBa YHHBEp3UTeTa/PaKkyITeTA/HHCTHTYTA Ha KojeM je

YJ1dH KOM I’ICHiG 3aIT0CICH.

II ITOJAIIH O KAHIUIATY

1) Cenaa (Cenuja) Mypruh

2) Pohen 06.01.1975. y Cnstuty, CDPI.

3) lNocTaunnoMcke MarucTapeke CTyauje 3aBpuino Ha YHusepsutety vy Capajesy,
[puponHo-matemMaTHYKK GakyITeT, UUME je CTEKAO 3BAE MULUCTIUD DUOIOUKUX
HayKa.

4) n 5) Marucrapcka Te3a: "YTHIla] MUHEPAJIHE HCXPAHE Ha caiprkaj MMrMeHaTa u
aHTHOKCUIATUBHUX cyncTaHuu y jadyum (Malus domestica Borkh., cv. Idared) na pasnuuntum
nokanuTeTma ondpareHa 13.09.2011. ronwne u3 nHayude obiactu buonomke Hayke.

6) Hokropcka aucepTauMja mpujaeibena je 2015, rooune Ha [TossonpuBpentoM gaxkyntety
YimpepszuteTa y bawoj Jlyum, 6

1) HMme, umMe jeanor ponuressa, npesnmMe;

2) daty™ pohjersa, OnwrHHa, Ap/Kasa;

3) Hasus yHusep3uTeTa ¥ (akynTeTa  HA3HB CTYAM|CKOT MpOTrpaMa akageMCcKuX cTyauja Il uuknyca, 0nHOCHO
MOC/IHjCANNTOMCKHYX MATHCTAPCKHX CTYINa W CTEHEHO CTPYHHO/HAYHHO 3BALE;




4) @axynTeT, HA3UB MarKHCTApCKe Te3e, HaydHa 0GIacT 1 IatyM ogbpane MarucTapckor pajsa;
5) Hayusa 061acT U3 Koje je cTeueHo HAyYHO 3Batbe MarucTpa HayKa/aKaIeMCKO 3Bathe MAcTepa;
6) l'onuna ynuca Ha A0KTOPCKe CTVAH|E U HAa3UB CTVIMjCKOT IIporpama.

IIT YBOJTHU JUO OLJEHE NOKTOPCKE JTUCEPTALIUJE

1) EdukacrocT mpumjene GuoctuMynaTopa y peryiauuju MPOAYKTUBHOCTH IIEPH
napanajza (Lycopersicon esculentum Mill, "Sakura"),

2) Cenar Yuupepsutera y banoj JIynu je onnykom 6poj: 02/04-3.4139-129/15
0n 28.12.2015. romuue je mao carnacHocT Ha M3BjewrTaj o oujenn momoGHOCTH Teme
KaHAMAaTa 3a u3paay JOKTOPCKE TUCepTaLu]e.

3) Caapekaj IOKTOpCKE IMCcepTaumje:
Kopuua, moakopuna, komucija 3a oaSpaHy, pe3uMe Ha CPIICKOM U €HIECKOM jesmky,
pujeun 3axsane, caupkaj, 10 cTpaHuLa O3HAYEHHUX | - X.

Yo, etp. 1-4

Llumn ueTpaskuBama, cIp. 5

Ilpernen nurepatype, ctp. 6-31

Panna xumotesa, ctp. 32

Marepujan u meToze pana, ctp. 33-63

Pesynraru pana u auckycuja, crp. 64-130

3arsmydi, ctp. 131-133

Jlutepatypa, ctp. 134-154

Buorpaduja, ctp. 155.

4) HokTopcka nucepTaluja HamucaHa je Ha YKymHO 155 cTpaHuia, o Kojux je 133

CTPaHHLC TeKCTa Auceprauyje, 20 cTpannlia nonuea IMTEpaType M jeana CTpaHHUa

Grorpaduje. ¥ TekeTy amcepraumje naro je38 tabena, 30 rpaduKoHa U 5 nojeaMHAYHUX

(ororpadmja. Texct aucepraumje canpsxu 8 normnaesba (Yeom, [Iis UCTPAKUBATLA,

Jwckycwja, 3akibyuun v [Tonuc nutepatype). Lintparo je 274 nuTepaTypHa H3sopa.

1) Hacnos mokTopcke aucepratuje;
2) Bpujeme 1 opran koju je IpHXBATHO TeMY JOKTOPCKE ILUcepTalHtje
3) Caprkaj JOKTOPCKE IHCEPTALIM]E Ca CTPAHNYEHEM;

4) Mctahit ocHoBHe monarke o JOKTOPCKO] aucepTaumjn: ofum, 6poj Tabema, ciHKa, wema, rpadUKoHa, Gpoj

UMTHPEHE NTHTEPATYPE H HABECTH TOTNABbA,

IV YBOJ U IIPETJIEJ JINTEPATYPE

1) Hetpakusarbe je npoBedeHO Ha WePH Mapajiajsy NpBEHCTBEHO 360T 3Hauaja OBE [OBPTHE KynType

Y MCXDaHH HOBjeKa, anu U 360T UMIEHHIIS 1a je HCTA CBE BHMILE 3aCTYIUbeHa Y y3rojy y bocHH
XEpLeTroBHHM, & W Lupe, Te OH pesyntatd A00HMjeHM Y OBOM HCTpakMBamy TpeGand GHTH O
BEJIMKOT MHTEPCCa KaKo 3a MPOU3Bohade oBe NOBPTHE KYATYpE, TAKO M 3a HAYYHHKE KOjH ce Gase
HCITMTHRAHOM I'IpOﬁ:[CMa'i'HKOM.

[lox nojmom wepy napanajsa mompasymujesa ce 3ajeaHMuKK Ha3uB 3a Beliu Gpoj copTH mapajiajsa
yhja je raBHA KAPaKTePHCTHKA Aa Cy MM IUIOAOBH Hajueinfie Benvumme KpYIIHHje TpeLibe,
[TnonoBu koa oapehenux copru wwepu napaaajza Mory GHTH M HEIITO KPYMHW|H, alld | CHTHUJH ¥
OJHOCY HA Tpellkby, HO BeJIMYMHA IUIOJA jé CBAKAKO OCHOBHM pa3/ior [aBakhd HA3MBA LIEPH 34
HaBeICHY Ipymny COpTUMeHTa napagajsa (engl. cherry - Tpeuisa).

[epn napanajs "Sakura F1" ce yGpaja y HHIeTepMUHATHE, BUCOKe KyATHBApe IICPH Napajajsa, Te
je 3a IEroB y3roj HeonxodaH Hac/oH. Jlaje BUCOKM NPUHOC M OTTIOPAH je Ha HU3 0Gosbera Mely
KOjHMa 1 Ha BHPYCHO Mo3anuHo obossetse (ToMV), Te dyzapujcko senyhie (Fusarium oxysporun
f.sp. Iycopersici). Benuka npensocT 0BOr KyITHBApa je M BHCOKA TOJEpaHIIMja Ha HEMATOE, ATH 1
Ha TemmeparypHe ocuunauuje. Crabmbuka ce OMIMKYje CHaKHMM BETETATUBHUM PACTOM H
OTBOPEHHMM XaOUTYCOM C PeslaTHBHO KPATKHM MHTEPHOIHMjUMA, 4 TOKOM CRBOT PacTa CTBAPA BENHKH
6poj 3anepaka Koje je y LHJBY YCMjeIHUCT Pa3Boja MABHKX POIHMX FPaHa HEOMXOIHO YKIIAmATH.
Ilnonoeu cy jeanonuune, upeeHe Goje, okpyrnacTor o6auka, npocjeyne Mace og 18 a0 22 rpama,




HPBUX 3PEITHX MJIOJ0BA Y CTAHAAPAHHM KITUMATCKIM ycnoBuma npohe oko 70 gama, 3a 0Baj
KylITHBap je takolje kapakTepucTHuHo KOHCTAHTHO M yje/lHaueHO H03pHjeBatbe, Te Jje crora Bpio
OMHLCH KaKo Ko mpouseobaya, Tako v kox KoH3ymeHata. Ykyc nioga rakohe sHaTHo BapHpa, a
HCTpaxMBatba KaKy Ja ce 0Baj COpPTHMEHT napajzajza ONHKYje BelWKHM Bpojem cymcranium
KOPMCHUM 3a 371paBlbe YoBjeka, Te je cTora Ha TPAUWITY nocta TpaxeH (Lenucci | sar., 2006).
Behuna coptumenta mepu napanajsa naje miogose y FPO3/I0BMMA, a BHCHHA cTaG/BHKE UM J0CTa
Bapypa, oa 10 em 10 uswan 1 m,

OCHOBHE UMD MCTpakuBarba Y CKIIOMYy OBC NOKTOpCKe AHCEpTalMje je 6HO HenuraTh yTHLa]
NpUMjCHE CTHMyMaTopa pacta Bio-algeena S92, Ergonfilla i Slavola ua (H3HONOImKe NapameTpe
oabpambenor MexaHuzMa tpecallilia wepu napanajsa (Lycopersicon esculentum Mill. "Sakura
F1") y ycnosuma cywe, Te NOC/bEIUYHO HA MPUHOC U KBAJIMTeT ysrajane Oumbke. Bpno saxan
CETMEHT OBOT HCTpakuBaea je Guo u YTBPAUTH, Te 00jaCHUTH NOBE3aHOCT usmely pusnonomkn
AKTHBHIX. KOMMOHEHTH CafIpaHuX y KopuiuheHim CTUMYJaTOpUMa W MCTTMTHBAHHX Mapaverapa
0a6pamMBeHOr MexaHu3Ma Gibke Y YCIOBHMA BOAHOT CTpeca.

Hcuntupanu apaMeTpu oabpamMOGeHOr MexaHH3Ma Ouibke ¥ ycl1oBuma BogHOr cTpeca Gumm cy
cibeachn: BonHm MOTeHLHjaa OU/BHOr TKHBa, Canpikaj OCMOTCKHM aKTHBHe MaTepuje npo/uHa,
caapxaj (POTOCHHTETCKMX NMHUrMeHaTa Y JINCTOBUMA, JIMCHA MOBPILMHA, Cajpskaj YKYNHuX (eHona,
(nasoHOMAA M YKy TTHU AHTHOKCHAALM|CKH KaTTALKTET, Te aKTHBHOCT SH3UMCKIX aHTHOKCHIaHca;
Cynepokeui auemytase (SOD), karanaze (CAT) i nepokcupasa (GPX, PPX i APX) y nuctosuma
NpECaHyLia mepy napanajsa.

OBy mapameTpu cy onabpaHu 3 paznora jep Wt Y BEJIMKO] MjepH yKasyjy Ha CrIOCOBHOCT GHibke
A4 CE ONYMpe HeraTWBHOM eeKTY Cylue, a HernuTaHu €Y ¥ pasmuuuTuM (azama BOAHOr cTpeca.
[Ipeo onpelueame ucnuTHBAHKX MapamMerapa je W3BpLIEHO y MOMCHTY 3allOYHbalba BOAHOT
CTpeca, Tj. y MOMEHTY Kajia Cy ce Ha NPecallHuLama epH napanajsa y3rajaHuM Y KOHTPOTHCAHUM
YCMOBMMA TIONCIIH 1I0jaB/bMBATH [IPRH BU3YEHO YOubuBH eekTH cylue y Buny manajyhe thopme
‘IMCTOBA, 2 ApYro y 3aBpHOj hasu uanarama npecaguuia BOAHOM CTpeCy.

2) ¥V nperneny IMTCPATYpE NMPBO je AaT ONUC J0CANALTHHX HCTPaKUBIbA O NIOJMY CTpeca Ha

Onmbkama. YV npuponHmum CTAHULITAMA, KA0 M Y NOJbOMPUBPETHO] MPOU3BOJTELH, OUbKe Cy
U3JI0XKEHE JijeNoBamy axropa okomune, KOJH MOTY YTHUATH ¥ HEMOBOJbHO HA pa3eo]

Oumbke. MznosenocT  Gumaxa HETIOBOLHHM €KOOUIKMM YCIOBHMA y3pOKYje mopemehaje

¥y OM/BIM KOjU ¥ Kpajmem MOTY Pe3yATHPATH W U3a3UBAKEM CTPECHOT CTakba (Gill i Tureja,

2010).

M3asnBarse crpecror crama xon OuibKe, OjenoBameM Hekor cTpecHor akxtopa, Mowke ce
OCTBAPHTH Y PasTHUHTHM BPEMEHCKMM MEpUOIUMA. Onpehenu crpecuu daxtop, kao mro Je Hip.
HEAOCTATAK MHHEDAJIHUX MATEpPH|ja WU HeKu Apyru mopemehaj y ncxpann Gumaka y3pokosahe
CTPECHO CTame y OUIbLIM Tek HAKOH AyiKe H3NOKEHOCTH Gibaka HABEICHUM YCIO0BMMA, 0K HArla
MPOMjeHa TEMIEPaType Moske Y3POKOBATH CTPECHO CTatbe KOI GHibke BPIIO 0p30, yak y poky
HEKOMHKO MUBYTA (Ahuja i sar., 2010).

Taxobe, n menocrarak Boge Y 3EMBHIITY HAH HeMOryhHOCT MCKOpHIUTaBaba NPHCYTHE BOAE Of
CTpaHe Guibke, Kao u HeedukacHoeT GHbKe Y uckopuinfiaBaty npuMILEHe Boje MOTY W3a3BaTH
CTPCCHO CTarbe KON OUJbAKA Y PENATHBHO KpaTKOM neprony. Ilpu toMe ce Bpujeme HacTynama
BOAHOr CTpeca 3HATHO pasnuKyje o1 jedHe o Apyre GubHe BpeTe, Ma vak u YHYTap jenHe Bpere,
HUTO MPBEHCTBEHO 3aBUCH 0f] 0a0pamBennx peakimja Guibke W MOryhHOCTH mheHe npunaroade
HOBOHACTAJIUM YCIIORUMA,

Kako fie ce nedmumr pone O/PA3HTH Ha pa3Boj OUIbKE 3aBHCH U o1 (hase pasBoja ¥ Kojoj ce Husbka
Hanasu. Ilotpebe Gumke 3a BogOM TOKOM OHTOTCHE3¢ CC 3HATHO MHMjemajy, a Hajpehe Cy ¥
NOYETHUM (asama pacTa, Te ce HeAOCTATAK BOne Y TOM NEPHOLY U HAjBULIE OpaXKaBa Ha paspoj
ouibke. MebyTum, HesasucHo on dase passoja y K0joj ce Guibka Hamasm, Y CliydajeBMMa mysxe
H3/10KEHOCTH OHIbKE HELOCTATKY BOLE, Hactynulie cTame cTpeca v GHsbLm (Skiryez i Inze, 2010).
3a pasymujeBarse nonainama Gribaka Y CTPECHHM YCIOBMMA TPeba UMaTH y BUAY M YMHEHULY Jia
CTpecHH (akTopu (cymua, BHCOKa TEMIIEPATYpA...) He Tjenyjy U3070BaHOHA OuKy Beh uecro y
CHHEPIHjM, LITO YBENHKE MOMKE na TIPOMHU]EHHUIIOjeIUHAYHHE beKaT CTpeCHHX (aKkrTopa, anu u
ANANTHBHY peaklu]y GHibke Ha cTpec (Neskovic i sar., 2003).

HApyru auo oGyxsata mpernen MTEPaType y Be3W eeKTa BOAHOT CTpeca H O onGpambenum




Bennka notpeSa Guibaka 3a BOAOM ¥ KibydHa ¥J10ra BOE y (BM3HOJIOIKHAM IIPOLIeCUMA YHHE BOIY
OCHOBHOM M HC3aMjSELUBOM KOMIIOHEHTOM y GHubl. Boja mpescTarsba Meau]j y KOjeM ce oaBHja
TPAaHCNOPT meTabonuTa y henujn u kpo3 OWbKY y LUjelHHH, YHMBEp3aHHU je pacTeapadu,
HeMOCPEIHM je YYeCHHK y MHOTHM XEMHJCKMM peakuyjama, LITHTH OMJBKY O TPEKOMjepHOr
3arpujasama, Te oMoryhasa oapikaBarbe CTPYKTYPHOT Jjenunctea OwbHe henuje (Osakabe i sar.,
2014), (Molina i sar., 2008). (Li i sar., 2009) u ap.

Ox cBuX GM3MONOUIKMX npolleca HA HELOCTATAK BOJE Jje HajocjeT/bMBHjH npouec pacra hemwje,
Hanme, yemen Henoctatka Bose y Gusmin CMarbyje ce YHYTpallltbu canpikaj henuje, a caMum THMe
M TYProp Tj. MpuTHcak mpotonnacta Ha henujcku 3ua. [Toc/beauna HaBeaeHor Jje nopemehaj cBux
(PH3MOJOMIKKX MpoLeca 3aBHCHUX OI TYPropa, a TO je y NPBOM peay pact henuja.

Haxne, Ha mMexanusam 3aTBaparba CTOMa yTHYE HW3 (haKTOpa, ATH CY OHM CBH Ha [JUpEKTaH HIH
WHIMPEKTAH HAYWH Be3aHH ca ajenosambeM ABA-e (Pillitteri i Torii, 2012).

Bpno BaxHa ombpambena peaxkumja Gumbke y ycnoBAMa BOJHOT CTpeca je M M3IY)KHBAlbe
KOPHJEHOBOT CHCTEMA, TE HeroBO YeMjepaBame y Ay6/be Cl0jeBe 3eMIbHILITA, OIHOCHO ¥ crojese
seMibHLITa HoraTHje Bonom (Zotarelli i sar., 2009).

Ocum o creneny paseuha KOpHjEHOBOr cHCTEMa, MPHMare BOIE M3 3eMJbHINTA Y CTpecHUM
YC/IOBHMA y 3HATHO] Mjepu 3aBUCHM M o MoryhHocTu OcMOTcke mpumaronfe GuibKe naThm
mpuiukama. Hanwme, Gusbka MOsie NPUMATU BOLY M3 3eMIBHILTA, 663 YTPOIIKA eHepTHje, camo Kaia
je BOAHM MOTEHUM]am, ONHOCHO KOHLEHTpalMja BOZE Y 3EMJBHIITY BUIIA Y OIHOCY Ha
KOHLEHTPAlH]y BOJe Y KOPHjeHOBMM ulauuuama. Kako yeibed Cyluerba BPUjeIHOCT BOJHOI
MOTEHUH]ala y 3CM/BMINTY [OCTAjE CBE HMIKA, AYTOMATCKH CE THME cMmamyje M Moryhhoct
ancopbuparsa MpUCTyNayHe BOJE, LITO PE3YATY]e M0jaBOM 0CMOTCKOT CTPEeCa W AEXHAPATalHjoM,
Kako Ha HUBOY fiemuje Tako u Ha HUBOY Lmjene Ourbke (Kanmrun i sar., 2011).

Jenan on wreTHux edekara gexunpaTaudje je u aucbananc puTOXOpMOHA y OWIBIM, WITO CBE
MHjerba HOPMAITHH TOK OIBHjarba GU3MOJOMIKHX [poLeca v Oumnum henujama (Nvabundi i sar.,
2009, Fernadez i sar., 2011, Subbarao i sar., 2000) u ap.

Oarosop Gumbke y yCrOBHMAa OKCHAALMjCKOT CTpeca 3aBucHhe o7 BHIe thaxTOpa; reHEeTCKOM
MoTeHUMjaly GUmbKe, BPCTH U KONWYHMHK C1060AHNX paavKaTakoju HacTajy y OubHum hiemujama,
Ay:KMHH M3naratba OULHUX Nennja OKeHAaTHBHOM CTpecy,fijeoBarby eloGoaHHX pazHKana, Te of
CTIOCODHOCTH OUIBKHAA YKIOHE BHIIAK CTIOGOHEX PaiMKala U YONIITEHO PEAKTHBHUX jemumersa
H3 cBOjUX henuja.

3a (yHKUMOHMCare OHIBHOr OpPraHM3Ma HHje ONACHO HbHXOBO HacTajame, Befi mopemehaj
PaBHOTEIKE OKCHIO0-PENYKLM]CKUX [IPOLECA Y TIPABLY OKCHIALM]E, HACTANONYCIbE MPEKOM]epHOr
CTBapara CNO0OAHMX pajukana Wid HemoryliHocTH OumbHe Hhenuje ma UX cBOjuM
AHTUOKCHAALM|CKUM MeXaHu3MOM onbpane ywiowu (Carocho iFerreira, 2013). Tlo CBOjOj
WTCTHOCTH 33 OpraHu3am Oj] PeaKTHBHHX BPCTA KHCEOHHKAW3IBAjajy C€ CyNepOKCHIHU PajMKan
(O2) u xuapoxcun pamuxan (OH'), a on HEPCAKTUBHUX BPCTA BOACHMK mepokcui. Takohe, v
cnobosre pagukane yGpajajy ce u paamkaiu azora (N2Os, NaOy), KOjJH Cy NPUCYTHH ¥ OMIbHO]
heauju, anu y mawoj xomuaunu (Phaniendra i sar., 2015). Takobhe, camooxcumaumja Mamux
Moitekyaa (paBHHK), Kao ¥ IPOLEC OKCHIALMje MACHHX KHCETHHA Y TIEPOKCH3OMHMA, ¥ 3HauajHoj
MjepH TIPHOHOCE 110ja4aH0] KOMMYHHK C0GOIHHX pajdKaia yHyTap oumpanX henuja (Cadenas i
Davies, 2000; Moller i sar., 2007).

Hauun njenoeama en3uMckux aHTHOKCHAaHaca je crelH(HUa W CeleKTUBAH, 3aBHCHO 01 BpPCTE
CH3UMA M peakilnje Koja Ce KaTtanusyje, anukpajiby pesyTaT CBUX THX PEeaklHja je YHHUILITABAbE
CIODOAHMX paavKana WIH HHXOBa TpauchopMaumja y HCPeAKTHBHA jelWHera. JeIHu ol
OCHOBHHMX €H3HMa AHTHOKCHIATHBHOr cHcTema OWBHe feauje cy: nepokcuaase (muporanon
MepOKCHIIaza, rRajakon Mepokcnaasa, ackopdaT MepokcHaasa, IIyTaTHOH TepoKeHaasa), KaTanasa
 CyTepokeua aucmytasa (Mittler, 2002),

Emsumu u3 kiace I 6umnux nepokcumasa cy sefinnom emjewtenn ¥ Bakyosama, NeaujckoM 3uay
W CHIONNA3MATCKOM DPeTHKYIyMy, a OpojHa MCTpakMBama Cy nokasana [la HaBeAeHH CH3UMH
MMajy BaykKHY YIOTY y MeTaboNu3My ayKCUHA, OHOCHHTE3W STHICHA U JMrHUHA, Te Y OAroBOpY .
Guibke Ha cTpec y3pokosaH sarahewem Basmyxa (Kamal i sar., 2001; Yazdi i sar., 2002). Muora
HCTpKHBARLA CY TOKa3ata Ja TMKOMICH MMa BPIIO BAKHY YJIOTY ¥ [PEBEHLHJU MHOTHX 060 berba,




Benvka motpeba Gumbaka 3a BOXOM M K/BYYHA yI0ra BOAE Y (QU3HONOWIKIM TIPOLECHMA YHHE BOLY
OCHOBHOM M HEe3aMjeEbHBOM KOMIOHEHTOM y OublM. Boja mpeacrassba Meauj v KOjeM ce oaBMja
TpaHcnopr metabonuta y Neduju v Kpo3 OumbKy Y LjesHHH, yHUBEp3aIHH je pacTeapau,
HEMOCPEHH j€ YYECHHMK Y MHOIMM XCMHjCKMM peakuMjama, LITHTH OMJBKY OO TMPEKOMjEPHOT
3arpujaBatba, Te oMoryhapa oapikaBarbe CTPYKTYPHOT jeMHCTBA GHibHE henuje (Osakabe i sar.,
2014), (Molina i sar., 2008), (Li i sar., 2009) u ap.

On cBux U3MOMOILIKKX TIpOLEca Ha HEJOCTATAK BOJE Je HajocjeT/bUBHjH npolec pacta heawuje.
Hanwe, yesben HenocTaTka Bozie y GHIBLIE CMambyje ce yHyTpallby canp:kaj henuje, a camum THme
W TYProp Tj. MpUTHCaK MpoTonnacta Ha henujcku sum. [Tocbenuna HaBeaeHOr je mopemehaj ceux
(hH3MOTOLUKKX TIPOLIECA 3aBUCHHX O1l TYPropa, 4 T je y IIPBOM peay pact henuja.

Haxyie. Ha MEXaHW3AM 3aTBAparba CTOMA YTHUe HW3 (BAKTOpA, AllH CY OHM CBH Ha OUpeKTaH WA
VHIWPEKTAH HAYKH Be3anu ca ijenopawem ABA-e (Pillitteri i Torii. 2012).

Bpno Baxna oabpambena peakimja Ousbke y yCIOBAMA BOMHOL cTpeca je M M3AYKHUBAILE
KOPHJCHOBOT CHCTEMA, T€ H-ETOBO ycMjepaBame Yy NyG/be Cl0jeBe 3eMIbHILITA, OIHOCHO y clojese
3emubHiITa Soratuje BonoM (Zotarelli i sar., 2009).

Ocum o creneHy paseuha KOpHjeHOBOr cHCTeMa, OpUMare BONE H3 3EM/BUINTa Y CTPECHUM
YCJIOBUMA y 3HATHO] MjepHM 3aBUCH H 04 MoryhHocTu ocMoTcke npumaronfe GuibKe HaThm
npunikama. Hamve, G1usbka MOske NPUMATH BOLY W3 3eMIBHILTA, 663 YTPOLIKA eHepTHje, Camo Kaja
je BOIOHM MOTeHUM]aN, OAHOCHO KOHUENTpaLMja BOZE Y 3EMJBHIITY BUILIA Y OIHOCY Ha
KOHLEHTpALK]y BOlEe Y KOPHjeHOBMM uladuuama. Kako yeibed cyluerba BPHJEIHOCT BOIHOI
NOTEHLHjana y 3eM/BHIITY [OCTAje CBE HHIKA, AYTOMATCKH CE THME cMmamyje M Moryhhoct
ancopbuparba IIpUCTYNauHe BOJE, LITO PE3yaTYje 110jaBOM OCMOTCKOT CTPeca M AeXHIpaTaLdjoM,
Kako Ha HUBOY hesuje Tako W Ha HUBOY uujene buibke (Kanrun i sar., 2011).

Jeman oa wTeTHux edekara gexuapaTaumje je w aucbananc puTOXOpMOHA y OWBIM, WITO CBE
MHjEFba HOPMAITHH TOK OIBMjarha (DU3MOJOMIKKX [poLeca y Oumnum henujama (Nvabundi i sar.,
2009, Fernadez i sar., 2011, Subbarao i sar., 2000) u mp.

Oaroeop GuibKe y YCIOBMMA OKCHAALMjCKOT crpeca 3aBucuhe o7 BUlle (HakTOpPa; IEHETCKOM
noTeHuHjaly OUIbKe, BPCTH H KOMMYHHH c1060HUX paguKkanakoju HacTajy y OusbHum henujama,
AYKHHHM u3aratba OUbHUX Mienija OKCHATHBHOM CTpecy, iije0Ramy clobGoIHHX pamHKaia, Te oA
CMocodHOCTH SHIbKHAA YKIOHE BHIIAK c1060HHX PauKala U YONIITEHO PEaKTHBHUX JelHmbemha
13 cBojux hernuja,
3a (yHKUMOHMCaE OWbHOr OpraHMsMa HHje OMACHO FBUXOBO Hacrajame, Befi mopemehaj
PaBHOTEKE OKCUIO-PEYKLM]CKUX NPOLECa Y IIPABLY OKCHIALM]E, HACTATIONYChe MPEKOM]jepHOr
cTBapama CNOOONHMX pagWkana WIH  HemoryhHoetw OwbHe henuje ma  ux CBOJUM
AHTHOKCHALKMJCKUM MeXaHusMoM oadpame ykiowu (Carocho iFerreira, 2013). Tlo CBOQjO]

LITETHOCTH 3a OpraHu3am Ofl PeAKTUBHHMX BPCTa KMCEOHMKAW3ABAJA]Y C€ CYNEpOKCHIHH PajiuKa

(O2) v xunpokenn pamukan (OH'), a o1 HepeakTHBHMX BPCTAa BOAOHHK nepokena. Taxohe, y

crobomre paaukane yOpajajy ce v pamukanu azota (N2Os, N20Os). KOJHM CY NPUCYTHH ¥ OUIBHO]

hemwjn, anu y mamwoj koauuuud (Phaniendra i sar., 2015). Takobe, camookcHaaumja MarmHX

Monekyna (pnaBuHK), Ka0 B NPOLEC OKCHAALM]E MACHHX KMCETHHA Y [IEPOKCH3OMMIMA, Y 3HAYA]HO]

MjEpH NPHIOHOCE M0ja9aH0] KOTMUMHHU COGOIHIX pajdKaia yHyTap OwnHux henuja (Cadenas i

Davies, 2000, Moller i sar., 2007).

Haunh gjesioparba eH3MMCKHX aHTHOKCHAHACA je crielmu(UUan W CeleKTHBAH, 3aBHCHO 01 BPCTE

€H3MMa U PeaKliije Koja Ce KaTanusyje, anuKpajiby Pe3yITaT CBUX THX PeakLiHja je VHHILITABAE

C/I000MHMX paluKaia WM HXOBa TpaHchOpMaLuja y HCpeakTHBHA jenumersa, JemHu on

OCHOBHHX CH3MMa AHTHOKCHIATHBHOT cHcTema OW/bHe fenuje cy: nepoxkcunase (MUporanon

NEPOKCH/A3a, TBAJaKO.]T MePOKCHIA3a, acKopGaT epoKCHIasa, [yTaTHOH MepOKCHIasa), KaTanasa

U cynepokcun aucmytasa (Mirtler, 2002),

Ensumu u3 knace Il 6uspHEX nepokcunasa ¢y pefiMHOM eMjeluTeH# ¥ Bakyosnama, NeaHjcKoM 3uay

U CHIOMIA3MATCKOM PETHKYIYMY, a OpojHAa MCTpakMBamha Cy nokasala Ja HABEASHH CH3IUMH

UMajy BXKHY YIOrY y MeTaGoausMy aykcuua, GMOCHHTE3HW eTWIeHa M MWrHuNa, Te Y OOrOBOPY

OHIbKE Ha cTpec y3pokosaH 3arabewsem Baznyxa (Kamal i sar,, 2001; Yazdi i sar., 2002). Muora

MCTpaJKHBAHA CY NOKa3ajla Ad JMKOMNEH MMa BP0 BAKHY VIOTY Y NPEBEHLIM]H MHOTHX 060/betba,




sar., 2001).
DEHOTHUM jenHIbERMMA CE TIPUITUCY]Y W IpyTa KOPHCHA /1j€/10Bakba: aHTHYIAIHA, aHTHMUKPOGHa,
aHTHMyTarena u autukanueporena (Williams i sar., 2004;; Alberto i sar., 2006;Parvaiz i
Satyawati, 2008). Pesyntatu HcTpakuBarba o0jaB/benH 0J1 CTpaHe MHOTMX HAYYHUKA KOjH ce Base
MEIHLHHOM M XEMH]OM XpaHe Cy MOTBPMIIE OBE HABOJE M YKA3a/le HA BAYKHOCT dheHona y jauarmy
MMYHOOLIKOT cucTeMa uosjexa (Walker i sar., 1975;Mangas i sar., 1999; Mattila i sar., 2006;
Duda-Chodak i sar., 2010),
HesaBucHo o cacrapa, 3ajeqHmuka ocobuHa CBHX CTUMYJAaTOpa pacTa je ucta, a TO je na
TNO3UTUBHO YTHHY Ha TOK OlBHjara (YM3MOMOLIKMX MpoLeca y OUJBLH, Te Ha XOPMOHaNHY H
METAabOAMYKY aKTHBHOCT yHyTap Gubke. CXOmHO HaBEICHOME, HHUXOBA lpuMjeHa O6u Tpebana
JonpuiHjeTr nodosbluarky oabpaMOeHor MexaHu3Ma OHIbKe ¥ YCIIOBHMA cylIe, IITO je Y MHOTHM
Hay4HHM pajobumMa 1 nokasano (Kertikov i Radeva, 1998; Muralidharan i sar., 2000; Paradikovié
isar., 2008).
Koa ysroja mapanajsa u yonurmeHonomompuBpesHux KyiTYypa 3a CTUMynanujy sertabosuima
OMIBKEBPIO YecTo ce mpuMjerbyjy W TpenapaTHHa Gasu Mukpoopranuzama. Ilosutusan yTuia]
HABE/ICHHX nperapata Ha pacT U passuhe Oubaka yTephieH je y OpojHHM HayYHHM pagoBMMA
(Chabot i sar., 1996: Richardson i sar., 2009: Kaur i Reddy, 2014),
Chitarra i sar. (2016) y cBoM paxy HaBoge TO3MTHMBAH YIUUA] TMPHMjEHE MHKpOOpraHusaMma
Funneliformis mosseae 1 Rhizophagus intraradices na omdpambeHe MeXaHu3Me Mapajajsa rajeHor
¥ ¥oj1oBuMa cTpeca, a Jo KOMMATHOMIHUX 3alaxkama b CBO_j HM pajoBuMa JOLLIK CY H Jpyru
HayHUHHIM, y3 HanoMCHY Aa Cy NpeaMeT EUXOBOT HCTPakMBaEma Ouie japyre OusmbHe BpeTe
(Estrada i sar., 2013; Pedranzani i sar., 2015).
IosuTuBan edexar mpumMjeHe cruMynatopa pacta GasupaHor Ha XYMHHCKUM KHCEJIMHAMa Ha
pasBilie mapanajsa y cTpecHuMm ycnosuma yTephieH je y pany Amana i Raba (2013), amu u y
panoBnuMa npyrux Hayunuka (Kazemi, 2013; Asri i sar., 2015;Farnia i Moradi, 2015).
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Agricultural water management 9 (6): 23-34.

Baxcan cermeHT oBor uctpakusama je 610 u TECTHparme xHurnoTeze aa v he npecagHuue wepu
napanajza ca sehom TomepanTHomNy Ha HenOCTATaK BAare ycnjetd ocTBaputH Behu npunoc u
KanuTeT. HabeneHa Tesa je TecTupana y (asu TEXHOMOLIKE 3PeNOCTH TIOA0BA Kana cy Ha
MI0N0BMMA LUEPH Napaaj3a UCITUTaHu cbeaehn IapaMeTpH: YKyNHH NPHHOC Mo GUIBLMH, canpsKaj
PacTBOP/bMBE CYBE MATEpHje M YKyNHUX KHCEJWHA, canapikaj Butamuna L[, caapikaj TMKOmeHa,
caiprkaj yKYNmHHX (eHona, GraBoHOHIA M YKYIIHH aHTHOKCHMIALIM|CKM KamalMTeT, Te Cajpiaj
AOMHHAHTHO 3aCTYIbEHHX (JEHOIHMX jefMkbersa Y I10J0BUMA LIEpH Tapajnajsa; XJIOporeHcke
KMCENNHe, KadeuHCKe KUCEIIMHE, PYTHHA U HAPUHISHHHA.

OcHoBHa xMMoTesa OBOT WMCTpaxuBarba je Guma a he ce MPUMjEHA UCIIUTHBAHHUX CTUMYJIATOpa
PacTa ONpasHTH MO3MTHBHO HA WCIHTHBAHE (PU3UOMOLIKEe mapameTpe oa0paMOeHOr MeXaHH3Ma
NpecaiH1la LepH napanajsa y ycnoeuma cywe. OHe npecaiHHUE ca GOsbHM BpHjelHOCTHMA
MCTITHBAHUX (QH3MONOLIKKMX MapameTapa Gu y MCTHM YCIOBHMA rajema, Tpebane OCTBapHUTH H
BeflM MPUHOC M KBAaIMTET MIONOBA, A4 HABENEHA XMIIOTE3a je Tecrupana y dasu TexHonoOLIKe

H XHNOTE3E,

2) Ha 0cHOBY npernena THTEpATYPe CakeTo NpUKA3aTH pe3ynTaTe NpeTXOAHAX UCTPAKHUBALA Y Be3H MpobnemMa

KOJH je HCTpakuBaH (BOAWTM padyHa ma o0yxpara HAJHOBM]a ¥ Haj3HAYajHHja ca3Hamba M3 Te 0bIacTH Koa
Hac H 'y CBHjeTy);

3) HasecTu nonpunoc Te3e y pjeinasary H3Y4aBaHOT TIpeliMeTa HCTPAKUBalba,
4) Hapecty oueknBaHe HayuHe M nparMatiyHe JOTIPHHOCE AUCEpTALHje.

V MATEPUJAJI H METO/ PAJTA
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(Lycopersicon esculentum Mill. "Sakura"), ctumynaropu pacta Bio-algeen S92, Ergonfill i

Slavol, Te xemuxanuje kopuiufieHe y eKCEPUMEHTATHOM JUjelly HCTPAKUBASA.

Kputepujymn koju cy yzetn cy cnegehin: Tloctoje u apyru onfpamBeHn MeXaHW3MH KojUMa ce
nojenuHe GubKe MOKyLluaBajy afarnTHPATH W aKTMMATH30BATH Y YCJIOBHMA BOAHOT CTpeca Kao WTo
Cy: yCMmjepaBame MOjeMHHMX IHjenosa Oubke Aa (QYHKUMOHMILY AeXMAPUPAHO, H3MY/KUBAHhe
KOPHJEHCKOr cucTeMa OMibke Y MOTpasd 3a BoaoM, npunarohapaibe (POTOCHHTE3e M OCTaIUX
(QHU3HOIOIIKKX MTPOLIECA CTPECHUM YCTIOBHMA, 3aBPLIABANLE JKMBOTHOT LIUKTYCA IIPHje 3aloUHbathba
CylUIe, HCTTUTHBAKE YTHIIAJa HCTHUX Ha OU/bKY Mapazaajsa.

) MctpasuBame y kojem je MCTUTHBAH yTULA] KOpULWTEHUX CTUMYJIATOpa pacTa Ha Moryhuoct

noechawa ondpambeHor MexaHU3Ma NpecanHulia MIepH Napaajza y ycloBUMa BOAHOI CTpeca je
[POBENeHO ¥ KOHTPOJIMCAHUM yclloBUMa y cTakiienuky KJIT "Tlapk" y Capajery Tokom 2014, u
2015. roguHe,
Oren je NOCTaB/beH MO METOOM CITy4ajHOT GIIOKHOT pacnopena, ca HeTHpH BapujaHTe TPETHpAaiba
¥ TpH TIOHaB/barka. BapHjaHTe TpeTuparsa CTHMYIATOPHUMA pacTa cy Ouite cibenehe:

1. BapujanTa: npuMjena Bio-algeena S92 y koum. 0,2%,

BapljanTa: npuMjeHa Slavola v kouu, 1%,

sapujanTa: npumjeHa Ergonfilla y xou, 0,1%,
. BAPHjaHTa: HETPETHPaHa BapUjaHTa.

Cpaka sapujanTa oOyxpartana je uerpacceT OW/baka, 1WITO 3HAYM Aa je OBUM OrfeaoM OMIO
obyxBaheno ykynno 480 6uUmLKH.
V cKi10ny eKcriepUMEHTAIHOr aujesia OBe JOKTOpCKe aucepTaumje kopuwhene cy cbeaehe metoge:
- 3a oapehuBame BOAHOT MOTEHIMjaNa GWIBHOT TKMBA KopHInNieHa je T3B. METOJA HA OCHOBY
NpoOMjeHe KOHIEHTPALI1je PacTBOpa Y K0joj ce Halasuo GumHo Tkueo (Lisjak i sar., 2009),
- 3a oapehuBame cagpskaja NponvHa y TUCTOBMMA KopuiifieHa je HUHXMApHHCKA Metoaa (Bates i
sar., 1973),
- ekstrakcija pigmenata iz svjezih listova $eri paradajza obavljena je pomoéu acetona, a
nerepmunauuja nurmenara (hlorofila ¢, hlorofila b u ykynuux kapotenouna)
CMIEKTPOhOTOMETPH|CKOM METOIOM ¥3 NpuMjeHy oaroeapajyhux jemnaunna (Wettstein, 1957),
- oapehuBare NOBPIIMHE JMCTOBA 00AB/BEHO j& METOIOM KOHTYpE NHCTA Ha manupy (Mededovié i
sar., 2000),
- eKCTpaKiUja 1 oapehuBare KOHUSHTpAIHje NPOTeHHa Y GU/BHOM MaTepujalty je obaB/beHo npeMa
bpandopnosoj metoau (Bradford, 1976),
- AKTMBHOCT MHUporanon nepokcunase je omapehena crekrpodoromerpujcku (Nakano i Asada,
1981),
- @8KTMBHOCT TBajakoJl Iepokcuaase je oapeheHa crnekTpodoToMeTpHjckoMm meTonoM (Chance |
Maehly, 1955),

- oapehMBame aKTUBHOCTH ackopOaT mepokcHaase je o00aBbeHO CnekTpoOTOMETPHICKOM
metonoM (Nakano i Asada, 1981),
- aKTUBHOCT KaTanase je oapehena cnextpodotomerprjckoM MeToaoM (Aebi, 1984),

- AKTHBHOCT CyIepokcua aucmyTase je oapeheHa cnektpodoromerpujekom metogom (MeCord i
Fridrovich, 1969),
- cagpikaj YKYNHUX deHona Yy MCIHTHBAHOM  Ou/bHOM — MaTepujany je  oapehen
CTIEKTPOOTOMETPH|CKOM METOIOM KOja ce TeMes/bH Ha KOJIOpHO] peakuwjn denona ¢ Folin-
Ciocalteae pearercom (Ough i Amerine, 1988),

- campika] YKynHHX (UIaBOHOMma Yy MCNUTHBaHoM OWJBHOM MaTepujalny je ompehen
COEKTPOMOTOMETPH]CKOM METOIOM KOja Ce TeMeJbM Ha KONopHoj pexuuju (nasonouaa ¢ AlCI;
(Zhishen i sar., 1999),
- YKYMHH aHTHOKCHAALM]CKH KaMalUTeT V UCIUTHBAHOM OuibHOM matepujany ompeheH je FRAP
MeTonoM - ferric reducing/antioxidant power method (Benzie i Strain, 1996),

- caipxaj pacTBOpPJbUBE CyBe MaTepuje y IUIOZOBMMa lIepH mnapajajza ogpehen je
pedpakToMeTpujeckoM mMetogom (IS0, 2003),

- 32 ogpehuBame YKYIHe KHCEJOCTH V TUIONOBMMA IUepH napajajsa kopuiiheHa je THTpaldjcka
MeToaa ¢ pacteopom NaOH, y3 denodranenn kao unaukarop (40A4AC,2000),
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¢ 2,6-p-dihlorfenolindofenolom (404C, 2006),

- CAJIpKaj NUKOMEHA Y HCMUTHBAHNM Y30pLmMMa je oapelieH crieKTpodoTOMETPH|CKOM MeToI0M v3
ROpHIITErbE XeKCaHa Kao eKCTpaKUMOHOr cpeactBa (Davis i sar., 2003),

- EKCTPaKLMja (EHOMHEX KOMMNOHEHTH M3 II00BA wepy napanajsa 3a HPLC ananusy je o6aemsena
npema meTonu Escarpe n Gonzalesa (2000) y3 kopulfieke cMjece pacTeapaua (metanol + 3%
metanska kKiselina+ 1% m /v 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol / BHT),

2.1. ITpumjemene metome HCTPaKHBaM:3 Cy alIeKBATHE, J10BOJBHO TAYHE M CABPEMEHE IITO Ce BUAN
43 FOMHA Mpema ayTopHMa UHje METOAE CY KOPULLTCHE,

2.2. Huje 6uno npomjena y OIHOCY Ha MNaH HCTPAXKUBAHA KOjH j& MPEIIOKEH MPHIMKOM npHjase
NOKTOPCKE Tese,

2.3.MctpaskuBame edrkacHoCTH NPHUMjEeHe CTHMYNIaTopa pacTa y perynaumju mpoayKTHBHOCTH
LUepH napajajsa UCMHTMBAHO je y mBuje roaume. Ha OCHOBY CBHX WCIMTHBAHMX Mapamerapa
moryhe je Guo natH caceum BanuaHe 3aK/bYUKE.

2.4. CratucTnuka (Onometpuuka) ofpana noparaxa Je KxopekTHa a oapeljena je y cknamy ca

1) ObjacHuTi Matepujan Koju je oBpaljusan, kpuTepH]yme KOjU CY y3eTH y oés'ﬁp 3a H360p"!\15,1"epl1ja:[a;
2) Jlatn kparak yeun y MPUMHJEEHH METOA MCTPAKHBAbA IIpH 4eMy j& BaKHO OLHjeHUTH cibenelie:

I Ja nu cy npumujerere meTtone HCTpaknBama aleKBaTHE, NOBOBHO TAYHE W CaBpeMeHe, uMajyhu v

BUIY A0CTHTHYNA HA TOM MOBY ¥ CBjeTCKUM HHBOHMA!

2. Jla mu je momno mo mpomjere Y OILHOCY Ha NiaH HCTPaKUBAKA KOjM je 1aT NPUIHKOM IpHjase
IOKTOPCKE Tese, ako jecTe 3amITo;
Ha nu uenurusanu mapamerpu Ag]y A0BOJLHO eleMeHATa WM je TpeGalno WCOHTHRATH jolu Heke, 3a
NOY3TAHO HCTPAKUBALE,
4. Mamm je cratucrudxa o6pana nogaTaka a1cKsaTha,

5]

VIPE3VJITATU U HAYYHHU JONIPHUHOC UCTPAKUBAILA

1) Pesyararu ananuse soguor TMOTEHIH]aNa y CBjeKHM JTHCTOBHIMA npecagHHLa Tepy
napaaajsa (Lycopersicon esculentum Mill."Sakura") y 3aBucHoCTH 0 BAPH]aHTE MpUMjeHe
CTHMYJIATOPA PACTA H H3MI03KEHOCTH MPECaaHHLA YCIOBAMA cTpeca NpUKas3aHH cy nocedHo
3a CBAKy rOJMHY UCTPaYKHBAIbA.
Kanaupar je y normasmy pesynraru pajia CHCTeMaTHYHO TNPHKA330 DPE3YI/ITaTe WCTPAKMBaba
AOKTOPCKE AHCEPTALIMje, Te H3BPLIMO HHXOBY KOMMApauujy ca pesyaTaTvuMa M3 pPeleBaHTHHX
AMTCpaTypHuX W3BoAa. OBO mornaBibe je nMomMjesbeHo Ha 18 TeMmaTckux LjeTHHA CXOAHO
MCIIMTHBAHIM MapamMeTpuMa oSyxsahenny oBuM HCTpaxuBabeM.
Y npBom nujeny oBor nornasma (9 ujenuna) npukaszanu cy pesyarary KOJU CY Ce ONHOCHIM Ha
huskonouke napamerpe onbpambene MexaHu3Me OTNOPHOCTH MNpecaiHWlla WepH napajajsa y
YCIIOBUMA CYlLue,
Pesynratu osor nujena merpaskusarsa Cy MOKasalu Ja y yC/IOBHMA CTpeca IpecaiHHle Iuepw
napanajsa TpeTHpaHe CTHMYJ1aTopuMa pacTa UMajy ¥ CBOJUM [THCTOBHMA HWKM Campxaj TIPOJIMHA,
BULIM BOHY MOTeHLMjal, Behy fMCHY MOBPUIMHY, Mamu 10pacT aKTUBHOCTH AHTHOKCHAALU]CKUX
CH3HMA WM TCHEPANTHO IISNAaHO HWKH HUBO CTpeca y OAHOCY Ha HeTpETHpaHe NPeCanHuIe, a MTo
yKasyje Ha MO3uTHBHE edexTe npuMjeHe KopuiheHux CTHMYJaTOpa pacTa ca acrekTa oarahara
YllacKka npecanHuiia WepH napangajsa y crambe crpeca.
HApyrv muo nornasma "Pesyararw pama" (9 ujeamna) omHocuo ce Ha pe3yaTate NpUHOCA M
flapaMerapa KeanuTeTa NIONOBA Y 3aBHCHOCTH O KopHuiheHux CTUMYJIaTOpa pacTa H ycioBa
rajema.
Pesynratu y cxnony oeor AUjena MCTPAKHUBAKA CY MOKA3ald na Cy mpecaiHWLE WEepH napajajsa
M3/I0KCHE KOHTPOTMCAHUM CTPECHHM YCIIOBMMA, OCTBAPHIIE 3HAYAJHO HW/KH TIPHHOC Y OHOCY Ha
NpeCanHuLe Koje cy Guie peoBHO 3aimjeBane M TO HE3aBUCHO O TpeTMaHa CTHMYJTATOPOM
pacra. Ipumjena kopuurhernx CTUMYnaTopa pacta, y npeoM peay Bio-algeena S92, je mowexne
yeljerna CMaHTH ag npHHOCa Y CTPECHPaHUM MpecalHULIaMa, &k Ta Huje yCIljesa CIpHjeyunTy,




JIABOHOMAA, Caap:aj

JTHKOTIEHA, YKYMHU aHTHOKCHIALMjCKH KanaluTer) ¢y 6unu sehn y Bapujantama y KOjUMa Cy
fipecaiHuLe Wepy napanajza Gune jeqHo BpHjeme uamarare CTPECY. WITO YKa3yje Ha YHFbeHHMLY 1a
ROHTPOIMCAHO M3naramhe mnpecaiHulla LWepH napaziajsa CTPECHHUM YCIOBHMA MOKE YMHOrOME
ACNPHHU]ETH noBehaky HYTPUTHEHE U 31paBCTBEHE BPHjEIHOCTH KbEeHHX MIT0I0BA.
[lpumjeHa kopuirhenux CTHMYIIATOpPA PacTa je y HOPMalIHUM YCI0BHMA rajema, rije npecaiHuie
TOKOM CBOT pasBoja HHUCY OHIe M3iaraHe CTpecy, MCKasajla MO3WTHBAH y4YHHAK Ha nosehiame
BeNMHe HeMUTURAHMX flapameTapa KBaTHTETa IUIOZ0BA Y OAHOCY HA HETpETHpaHe npecaHHLIE,
WTo nojatHo ynmyhyje Ha 3aKbyuak 3aKBYIMTH 14 M ca TOr aclexta HCTPAKMBAA MPHUMjEHA
KOPHIINEHUX CTUMYTIATOpa pacTa uMa CBOJy OTPABIAHOCT Y Y3r0jy MIepH nmapaaajza.

2) Opo nerpakupame je Beoma OOMIHO, U3 YIN1a Pa3HOTHKOCTH Matepujana (GHOCTHMYnaToOpH 1
Opoja ananusa) a PE3yATHPATO je Be/IMKUM GpojeM rnonaraka. HoGujenu pesyntaru uerpakusara
CY JaCHO MPUKA3aHHM, ¥ JaCHO, MIPABUIIHO H JIOFHYHO TymaueHu. U3spiueHo je u nopeheme
J0OHjeHNX pesynTara ca pe3yiITaTuma APYTHX UCTPAKMBAYA U3 UCTE 00/IACTH HCTPaKUBALA,

3) OBo netpaskusarse je jenso o MpBYUX (yHIAMEHTATHHX HCTPAKHBAMA W3 OBE OBIACTH Ha

noapyuyjy bocue u Xepuerosune, V MCTPAKHBAMMa Ce 0110 A0 cnedehux sakmbydaka

- Ctpec yenoBibeH HemocTaTkoM Bome Je ca aclekTa ocTRapHBara oarosapajyhux npuroca jenan

Oll IMTaBHUX orpanuasajyhinx daktopa y yarojy wiepy napaaajza.

- Kontpomucano wsnarawe npecannmma WICPU TMapajajsa BOAHOM CTPEeCy, MPeMIa M3PasuTo

HETaTUBHO YTHYe Ha TMPUHOC, MOXKE YMHOroMe AONpUHHjeTH Tosehamy caapkaja theHona,

(pIT1aBOHOMAA U VKYMHOr AHTHOKCHAALM]CKOTr KaNALMTETA Y IT0I0BHMA LIEPH mapanajza, a caMum

THME U MOZu3atby HUBOA HUXOBOT KBAIUTETA H 3PABCTBEHE BPH]ETHOCTH.

- llpumjena kopuihenux CTHMYJIATOpa pacTa MOXE y BENHKO] MjepH NOMPHHU|ETH 605B0j

ajanTalujy npecagHyia Lepy napanajsa ycIosuMa cyiie. ¥V ycnosuma ¥ KOjUMa je MpoBeieH oBaj

OLJIe, KOPUIINEHU CTUMYNIATOPK pacTa, a mely mHMa y mpeoM peny Bio-algeen S92, cy uckazanu

O3UTHBAH e(EKAT HA jauare MeXaHH3Ma OCMOTCKe auanTaumje U aHTHOKCHAATHBHOI CHCTeMa

ondpade mpecagHuua wiepyu napajnajsa, Te je CACBUM M3BjeCHO 1a HMXOBA NpUMjeHa UMa CBOjY

OTPABIAHOCT Ca aCreKTa CMakberha HeraTWBHUX edekaTa cylle Ha passuhe npecagnuua wepu

napanajsa.

- Kopuuthenu ctumynaropu pacra CY M y HODMAJIHUM YCJIOBHUMA rajeiba MCKA3aad MO3UTHBAH

e(exar na noeehare BeliMHe WeMHTHBAHMX flapameTapa KealuTeTa IOAOBA IIEPH MMapajajsa

MPOMAaTpaHO y OAHOCY HA HETPETHpaHe MpecaaHHLe, IUTO ynyhyje Ha 3ak/byuak 1a HHXOBa

MPHMJCHA MO3UTHBHO YTHYE Ha IIPOTYKTHBHOCT LIEPH Napajajsa, HEOBHCHO O YCIOBHMA rajetba.

Hetpansara umajy seruks Teopetckn n PaKTUHAH 3HAYA] jep Cy Pe3yNTaTH YKA3aid Ha

NMPABUIAH MYT rajera WepH Napajaj3a U Kao ce MoHaLla Y ycllosuma cyuie. Pesynratu mory ce

MPHUM]EHUTH ¥ HCTPAXKUTH W KOl J PYryx K1 a napanajsa.

I) YKpaTko HaBecTu pesyTtate 10 KOJHX j& KaHIMIAaT 10IIao;

2) Ouujenutn ma mu cy noOHjeHH PEe3YNTATH jaCHO NPHKA3AHH, NPaBHIIHO, JTOTHMYHO W jacHO TyMaueHH,
ymopehyjyhn ca pesynratuma apyrux ayTopa M Ja MM je KaHAMIAT NPH TOME HCNO/baBa0 HOBOJBHO
KPHTHTHOCTH,

3) INocebHo je BamHO MeTahu mo KOJHX HOBHX CasHama ce A0MI0 ¥ MCTpaikuBalby, KOJH jé BHXO0B TEOPHjCKH |
MPakTHYHN LNOMPHHOC, KA0 W KOJM HOBM MCTPAKHBAYKM 3alald ce Ha OCHOBY IBHX MOIY YTBPAMTH HIH
HA3HpaTu.

VII 3AKJbYYAK U HPUJELJIOT

HoxTopeka auceptaudja Mp Cenana Myptrha non HacoBoM: Edukacroer npumjene CTHMYJIaTOpa
pacTa y peryiauuju npoayKTHBHOCTH wepu napanajza (Lycopersicon esculenrum Mill. "Sakura"
MPCACTaB/bA OpUTHHATAH HaYYHM paj u3paheH Ha OCHOBY OBHMHMX HCTPaKHUBAHLA YCKO BE3AHHX Y3
TeMaTuky roHawama NpecajHulla WepH Napazajsa y ycioBHMa CTpeca, Te MoryhHocTuma
1n000/bIIABAMLA HIXOBE NPOIYKTHBHOCTH MPUMjEHOM ofIroBapajyinux cTuMynatopa pacta.




[ubeBn HeTpakuBatba W XMIOTE3e y CKITONY OBE TOKTOPCKE AucepTaluje Cy jaCHO U METOIOIOLIKH
HCTIPABHO Je(hMHUCAHH. VY CKIOMy eKCIepUMEHTATHOr Hjesa MpUMHjeeHe ¢y onrosapajyhe
HaydHE METOZe, a JOOMBEHH De3y/TaTW WCTPaKMBaHa Cy CTATHCTHUKH afeKBaTHO obpahieHu, Te
CHCTEMATHHHO W IIPETVICHO M3/10KeHH, Ha 0CHOBY NMpuKasaHHX pesynTara H3BENeHH CY 3aK/bYUIH
KOJM HIYy y TIPUIOT JOHOLIEHMMAa KBATUTETHHX pjellera 3a yHanpehewe npousBoibe epu
napafajsa y yclOBMMa BOJHOT CTpeca HPUMjeHOM omrosapajyhux CTUMYJIaTOpa pacTa, IUTO j& Of
BCJIMKOT HHTEPECA KAKO 3a NPOU3BOhaye OBE MOBPTHE KYNTYpe, TAKO M 3a HAy4dHHKE KOjH ce Oase
UCTTUTHBAHOM [IPOOIEMATHKOM.

HokTopcka auceprauuja mp. Cenana Myptuha noa HacaoBom: EdukacnocT npumjene crumynaropa
pacTa y peryJjauujum TpOAyKTHBHOCTH LIepu napajajsa (Lycopersicon esculentum Mill. "Sakura')
fipeacTas/ba OpUrHHANAH Hayynu pax. Ha ocHoBy ykynwe oljeHe ypafjeHe auceprausje kKoMmucuja
Npennake fa ce OBa NOKTOPCKA AMCepTauuja NMpUXBaTH W KaHauaary mp Cenany Myptuhy ogo6pu
jaBH‘i o:lﬁpaHa

Bpn_]emrocr ca\mj [cm

2) Ha ocHosy ykynHe oujene aucepraimje KOMHCHja npeaiaxe;

- 7la Ce IOKTOpCKa AucepTaLuja NPUXBaTH, a KalIniaty on1o6pu oadpana,

- la ce JOKTOpCKa AncepTalyja epahia KaHAMaaTy Ha gopaiy (1a ce AOMYyHH WK W3MMjeHH) Wik
- /14 ce IOKTOPCKA jikicepTalinja onduja.

IHOTIIMC YITAHOBA KOMUCHJE
Harym: 22, 05. 2018.
/p MBana Makcumoruh, penosuu npodecop
Homonpuspeanor daxynrera Yunsepsurera , y Hosom Caily Ha yxoj
Hay4HOj odnacTH:dusnHoNOTHja U HCXpaHa Guibaka, MPeacjenHnK

;’/-:-. ’ '._I ./‘:'i'_ {4 C e

Ap Ponosmy6 Oubaua, penoBHH npodecop
[lomonpuepeanor dakynrera Yuusepaurera y bamoj JIyuu, Ha yixo]
Hay4HOj OGHaCTw.DLpa.}%a u uzuosnoruja 6KLaka, MEHTOP- 41aH

¢ — _n’l

Hp Buna Tozoposuh, Banpeatn npodecop
[loponpuspeanor dakynrera YHuBep3nTeta y Bamoj JIyuH, Ha yxoj
Hay4HOj 0bnacTu: XOPTUKYATYpa, UiaH.

D Siborgobik

Hp Xamauja qd;él, penoBHu npodecop
[TomonpuspenHo-npexpaMGeHor Gakynteta YHusep3uTeTa y
CapajeBy, Ha yxkoj Hayunoj obnactu: [lemonoruja, Arpoxemuja u
MeJMOpaltje, YWiaH, _

5

Hp Tujana eetuh Autuh, Baupennu npodecop
buonowkor dakynrera YHusep3urera y beorpany, Ha yx0j Hay4HO]
obnactu: ®usmonoruja u MonekynapHa Guonoruja Guseaka, uaH.

- A 4
ot 1Lkt

WU3[IBOJEHO MHUIJBEWE: Ynan komucuje KOjH He JKeNM 1a MOTIHMIOIE W3BjeluTaj jep ce He ciawe ca
MHLILEeM BelliiHe ulaHoBa KOMHCHje, Lyail je 1a yHece y M3BjewuTaj oOpasioikerbe, ONHOCHO painor 30or
KOJUX HE JENH J1a IOTITHILE M3BjelnTaj.
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Han: 03. jymu 2018. roaune.

MU3BJELLITAIT
0 HCIYHAaBakYy JIOaTHUX YCI0BA 32 0/I0paHy NOKTOPCKE jHcepTaluje Ha YHUBEP3UTETY Y barmoj
Jlynu- kauauaar Cenag Myptrh

Cenan Myptufi, Kanaupar y mporecy mpujase JOKTOPCKE aucepraudje Ha [lorbonmpuBpenHOM

B

(hakyatery Yuupep3uteta y bawoj Jlyuu, noctaBro je crmcak o c/beeha deTHpH pana 3a noTpede
NpoOBjepe UCIykaBarha I0JaTHHX yCloBa 3a oa6paHy DOKTOPCKe JUcepTalyje [POMUCaHux OnmykoM
Cenara 6poj 01/04-3.138-40/17 (nanomeHna: pedepeHle Cy JAOCIOBHO NIPEKOMUPAHE ¥ (dopMHU KaKo Cy
JOCTABILCHE HA YBUA):

1. Hazup pama: Response of cherry tomato seedlings to liquid fertiliser application under
water stress
Ayrtopu: Cenan Myprtuh, Poxomyd Omaua, Visana Konewka, JyTBuja Kapuh, Buma
Toxoposuh
[lynu Hasus vaconuca: Horticultural Science
2. Hasue paja: Cherry tomato productivity as influenced by liquid organic fertilizer under
different growth conditions
Aytopu: Cenax Myptuh, Pogosy6 Oswaya, Mupeaa Cmajuli Mypruh, Amuaa Bpanau,
Acuma Axaruh, Xamaunja Uusuh
[Tyuu nasvs yacormca: Journal of Central European Agriculture
3. Hasue paja: Effect of microbiological fertilizer for mitigating water stress in cherry
tomato
Ayropu: Cenaa Myptuh, Ponomsyd Ombaua, Mupeaa Cvmajuh MypTuh, UBana KoJsemka,
Jyteuja Kapuh, Jacna Apauh
[lyHu Hasus uaconvca: Bulgarian Journal of Agricultural Science
4. Hasus paua: Effects of seaweed extract on the growth, yield and quality of cherry
tomato under different growth conditions
Aytopu: Cenaa Mypruh, Porombyd Omaua, Mupeaa Cvajuh Mypruh, Amunia Bpanan,
HBana Koaemka, Jlyrsuja Kapuh
ITyHu Has3vs 4yaconuca: Acta agriculturae Slovenica
NO/LORPUBPELHK SAKYATET FACULTY OF AGRICULTURE Ten/Phose: +387 (0351312390
YumpepsueT ¥ bae] Hyin University of Bania Luka +387 {03 513309 1
Byneeap Bojzoge Merpa bojsenha 1A Bulevar vojvode Petra Bajovica 1A Danc/Fax: «387{0)51 3125 88
78000 Bawa fiyna 78440 Banja Luka

Perybruxa Cpncsa, Buk the Hepublic of Srpska, BiH



YaconucH y KojuMa je KauuurtaT ofjaBuo paa nod peaHmm 6pojem L. u 2. ce namasze y WoS bazu
rnogaTaka (IITO je Moryhe HE3aBMCHO MpOBjepUTH MPETParoM HAc10Ba 4Yacomuca MyTeM jaBHO

JIOCTYIMHOT cepBuca: http://mjl.clarivate.com/):
1. http://mil.clarivate.com/cgi-
bin/jrnlst/jlresults.cgi?PC=MASTER&Full=Horticultural%20Science
2. http://mil.clarivate.com/cgi-
bin/irnlst/jlresults.cgi?PC=MASTER&Full=JOURNAL%200F%20CENTRAL%20EUROPEA

N%20AGRICULTURE

Paji v 4acomucy noa peanum Gpojem 3. Hanasu ce y cibeachum Gasama nogataka: Emerging Sources
Citation Index, Scopus, Academic Search Premier, CAB Abstracts, Veterinary Science Database. Paa
Y 4aconucy nojl peaHum Gpojem 4 Hasasu ce y 6azama nogaraxa: Scopus (Elsevier), DOAJ (Directory
of Open Access Journals), CrossRef. CAB Abstracts, AGRIS, FSTA, Google Scholar, dLib n COBISS
YyHUMe CV veaoBu npondeany non 1.1, 1 1.2, 33/10BOTbEHMU.

3aK/LY4YHO MULLBEHE!
M3Bpliiena cTpyvHa aHanusa nokasyje ga o6jaB/beHn YaCOTMCHU panoBy Kanaunata CeHata MypTtuha:

e 3aj0BOJbaBajy JOJATHE YCIIOBE KOju cy AeduHucanu taukom 1.1 u 1.2 Ommyxe,

Te ce KoHcTaTyje ja kaHaupat Cesan Mypruh nemyrapa JoJaTHe yC/I0BE 3a OJ0paHy JIOKTOPCKE

aucepranmje Ha YHueep3uTeTy y bamoj Jlyum.
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[TposmekaH 3a HayYHO-HCTPasKUBAUKH p/@ti.ﬂ’lf;_helj_\!Hh'p OAHY Gapajlby
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IIpod. mp Topaana Poksuli




EP3I fm
UNIVERSITY OF @&%éﬁ’% LUKA

bpoj: 10/1. 1567-1/18
Jana, 29.05.2018 . roqune

Ha ocroBy unana 159. 3axona o ommrem yupassoMm moctyiky ("Cayxbenn 1acHnk
Perybauke Cpricke 3

op. 13/02; 87/67 u 50/10) a y Be3u ca unagoMm 3. IIpaBuinnxa o
MOCTYTIKY UPOBJEPE OPUIMHATHOCTH 3aBPLUIMX pajoBa cryigeHara Ha I u 11 mmkayey
cryauja Yuusepsuteta bamoj Jlyun nf vBuna y esuieHIN|Y H3jaje ce coedelie

YBJEPEWBE

Ilorsphyje cc na je spammummv codrsepom iThenicate wusspuicna mposjepa
OPHTHHATHOCTH JOKTOPCKE aucepraunje kanmuaara Cenaga Myptoha 1104 HACTOBOM:
"EduracHoct upumjene GuocTUMyIaTOpa ¥ peryiauujn NpoAyKTHRHOCTH LUEPH Napasiaj3a
(Lvcopersicon esculentum Mill "Sakura")" carmacno oapendama umanma 3. [lpasuinuka o
MOCTYIIKY 1IPOBjCPE OPUIHMHAIHOCTH 3aBPINHAX paioea cryiaeHata Ha 11 u 11T umkoyey
cryauja Yuurepsutera y bamoj Jlymm.

YBjcpeme ce usjaje v cBpXY Bobherba HoCTyIKa 0 0paHe JOKTOPCKe JUCepTaln)e 1 y
APYNTC CBPXC Ce HE MOIKEe KOPUCTHUTH.

[Torre opmamfeHor nuua \_.__._f meOTCI\aH 55
f w? LL, : 'Havrnror»rcrpa;]ﬂ/matum pa
4 AL

Mp Jesiena Maprosuh > ) I[o_r.[;.i’_,_-'_bp_'l7 '0

biana Poxeuh

HocrasweHO:
- Meuropy
- A/A




puaor 3.

3jasa 1

HN3JABA O AYTOPCTBY

HM3jaBmyjem
1A je TOKTOpPCKA THCEpPTALNja

Hacios pana LEdukacHocT npuMjeHe OHOCTUMYIATOPA V PErviaunjd NPoIyKTHBHOCTH 1EPH
napaaajza (Lycopersicon esculentum Mill, "Sakura")

Hac:ios pana Ha enrneckom jesuxy The effectiveness of biostimulator application in productivity regulation
sherry tomatoes (Lycopersicon esculentim Mill. "Sakura™)

X pe3yaTaT CONCTBEHOT HCTPaKUBAUKOr paja,

¥ Ja OOKTOpcKa jaucepraudja, y UjeTMHH WIH Y JujeoBuMa, Huje Ouia Mpeiiokena 3a
¢ gobujare OWMI0 KOje JMIUIOME NpeMa CTYOU|CKHM [porpaMuMa ApyrUX BHCOKOIIKOICKHX

YCTaHOBA,

X [acy pe3yaTaTd KOPEeKTHO HaBeaeHU U

¥ Ja HHCam KpUJHO.-"Jﬂ& ayTOpCKa nipaka H KOPHCTHO HHTCACKTYAIHY CBO_j WHY IPYTUX 1M1,

Y Bawoj Jlyuu £2. 6F. 2578 IoTrmic—ioKkTopanTa
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Hzjara 2

H3jaBa kojom ce opnamhyje Yuusepsurer y bamoj Jlyuu
14 TOKTOPCKY THCCPTALH|Y YUYHHH jaBHO J0CTYTIHOM
Osnawhyjem YausepsuteT y barwoj JIylin n1a MOjy JOKTOPCKY AMCEPTALIU]y MO HACIOBOM

EdukacHocT mpuMjeHe GUOCTUMYIATOpA ¥ peryJialujy MpoIyKTHBHOCTH LUEPH 1apajajsa
(Lycopersicon esculentum Mill. "Sakura")

KOja je MOje ayTOPCKO Ajel0, YYMHH JaBHO JOCTYITHOM.

JIOKTOpCKY AMCEpTalujy ca CBUM [NPWIO3MMA Tpenao/na caMm Yy eNeKTPoHCKoMm dopmary
MOTOOHOM 3a TPajHO apXUBHUpPAiLE.

Mojy DOKTOPCKY OMCEpTalujy MOXpaweHY V¥ AUTUTAJIHM PENO3UTOPHUJYM YHHMBEP3WUTCTA Y
bamwoj JIyliu MOry na KOpPHCTE CBH KOjU TOMITY]Y ojapede calp:KaHe y ogadpaHoMm THITY JTHLCHUES
Kpeaturue zajennune (Creative Commons) 2a KOjy caMm ce 0UIy4Ho/Na.

l. AyTopcTBO

2. AVTOPCTBO — HEKOMEPLHM]AIHO

3. AyTOpCTBO — HeKoMepuujanHo — Oe3 npepaie

4. AYTOPCTBO — HEKOMEPLHUJATHO — AUJEITUTH 110/1 UCTUM YCIIOBUMA
5. AyTopcTBo — Oe3 npepane

6. AYTOPCTBO — OUJEIUTH MOJ HCTUM YCIOBMMA

(MoauMO 1a 3a0Kpy/KMTE caMO jeaHy O/ LIecT MOHYDEHHX JMUEHIM, KpaTak OMNMC JiMIIEHLH
14T je Ha nonehunu aucra).

r ¥ o 7 [ Wl b o s
Y Bawoj Jlyun_24. 27 2 £ [Tormic_gokTopanta
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Wzjasa 3

li3jaBa 0 HIEHTHYHOCTH IITAMIAHE U €JICKTPOHCKE Bep3Hje
JAOKTOpCKe IHcepTalHje

Mwme u ripesume ayropa Cenan Myptuh

HacnoB pana EdukacHocT npuMjere OHOCTUMYNaTOpa Y peryijalumju NpoayKTHBHOCTH
wepy napanajza (Lycopersicon esculentum Mill. "Sakura™)

MeuTop [pod. ap Ponoseyd Osbaua

MajaBpyjem s1a je wTamnaHa Bep3uja Moje J0KTOpPCKE OHCepTalyje MIEHTHYHA CNEKTPOHCKO)
BEP3MjH KOjY CaM Npendao/nia 3a IMruTaaHy PENo3uTOPH]yM YHUBep3uTeTa y bamoj Jlyum.
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Y bawoj Jlyuu L. v [Nornue g0KTOpanTa
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