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Uloga silicijuma u prevazilazenju nedostatka gvozda kod krastavca

(Cucumis sativus L.)

Sazetak: Nedostatak gvozda (Fe) predstavlja jedan od glavnih ograni¢avajuc¢ih faktora u
proizvodnji useva Sirom sveta, koji znac¢ajno umanjuje prinos i kvalitet. Sa druge strane,
koristan efekat silicijuma (Si) na rastenje i razviée biljaka, posebno u uslovima stresa,
dobro je poznat u literaturi. Cilj ove teze je bio da se prou¢i mehanizam kako Si ublazava
stres izazvan nedostatkom Fe kod dikotiledonih biljaka (strategija I usvajanja Fe), o kome
se do sada nista nije znalo. Kao model biljka odabran je krastavac (Cucumis sativus L.) kao
vrsta koja akumulira Si.

Izvrsena su detaljna izu¢avanja mobilnosti Fe u apoplastu, biosinteze jedinjenja koja
mobiliSu Fe i njegovog daljeg usvajanja na bazi redukcije u korenu, zajedno sa ekspresijom
gena ukljucenih u te procese. U nadzemnom delu biljke, prouc¢avana je remobilizacija Fe iz
starijih u mlade listove, tako §to su paralelno mereni distribucija *°Fe u listovima na
razli¢itim pozicijama i koncentracija helatora nikocijanamina (NA), zajedno sa ekspresijom
gena za nikocijanamin sintazu (NAS) uklju¢enu u njegovu biosintezu i YSL (eng. yellow
stripe-like) transporter koji posreduju u transportu Fe-NA floemom.

Ishrana Si uticala je na povec¢anu akumulaciju Fe u apoplastu i Fe-mobiliziraju¢ih
jedinjenja u korenu, kao i na stimulaciju masSinerije za usvajanje Fe. U listovima, Si je
uticao na relativnu distribuciju Fe povecavaju¢i remobilizaciju Fe iz starijih listova zbog
poveéane akumulacije NA i ekspresije YSL1, Sto je pospeSilo heliranje Fe i njegovu
retranslokaciju u mlade listove.

Ova teza pruza, po prvi put, objasnjenje mehanizma koji Si ispoljava u prevazilazenju
nedostatka Fe, a Kkoji se sastoji u povecanju rezervi Fe u apoplastu korena, njegove
mobilizacije i trasporta iz korenu u izdanak, kao i poboljSane remobilizacije iz starijih u

mlade listove.
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The Role of Silicon in Alleviation of Iron Deficiency in Cucumber

(Cucumis sativus L.)

Abstract: Iron (Fe) deficiency represents a major limiting factor for crop production
worldwide, affecting both crop yield and quality. Beneficial effect of silicon (Si) on plant
growth and development, especially under stress conditions, is well documented in the
literature. The objective of this thesis was to investigate the mechanisms of how Si
ameliorates Fe deficiency in Strategy | plants, which has not been understood until recently.
Cucumber (Cucumis sativus L.) was selected as a common model plant for Fe research and
which is also known as a Si-accumulating dicot.

Detailed analyzes of the dynamics of apoplastic Fe, biosynthesis of Fe-mobilizing
compounds and reduction-based Fe acquisition were performed in roots along with the
expression of relevant genes involved in these processes. At the shoot level, distribution of
*Fe was measured in the in leaves at different positions and developmental stages in
parallel with the concentration of the Fe chelator nicotianamine (NA) and the gene
expression of nicotianamine synthase (NAS) involved in its biosynthesis. The expression of
yellow stripe-like (YSL) transporters mediating pholem transport of Fe-NA in shoot was
also determined.

Silicon nutrition increased the accumulation of apoplastic Fe and Fe mobilizing
compounds in roots. In leaves, Si affected relative Fe distribution by enhancing Fe
remobilization from old leaves via increased NA accumulation and expression of the YSL1,
which stimulated Fe chelation and its retranslocation to younger leaves.

This thesis for the first time elucidates the mechanism of Si-mediated alleviation of Fe
deficiency stress, by increasing the root apoplastic Fe pool, enhancing its acquisition by
roots and translocation to shoots and also remobilization of Fe from older to younger

leaves.
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Uvod

1 Uvod

1.1 Fizioloska uloga gvozda kod biljaka

Gvozde (Fe) je esencijalni hranljivi element za biljke i kao konstituent citohroma i
nehem proteina neophodno je za odvijanje vitalnih fizioloskih procesa kao Sto su disanje,
fotosinteza i fiksacija azota. Takode, Fe igra znacajnu ulogu u transferu elektrona i
reverzibilnim redoks reakcijama u biljnim ¢elijama i tkivima (Kim et Guerinot, 2007).

Jos je Julius von Sachs, zacetnik modernih eksperimenata u hranljivim rastvorima,
1860. godine ukljucio Fe kao sastavni hranljivi element u svoju recepturu rastvora za
gajenje biljaka, dok je Eusebe Gris 1844. godine pokazao da je Fe esencijalno za lecenje
hloroze kod vinove loze (Romheld et Nikoli¢, 2006).

FizioloSka uloga Fe u biljnim sistemima se, pre svega, zasniva na osobini Fe kao
prelaznog metala da lako i reverzibilno menja svoje redoks stanje izmedu fero (Fe*) i feri
(Fe**) jonskog oblika

Fe?" « Fe** +e
a takode i da formira oktaedralne komplekse sa brojnim ligandima uz moguc¢nost da lako
menja svoj redoks potencijal u zavisnosti od liganda (Hell et Stephan, 2003). Upravo zbog
ovakvih karakteristika, Fe je od sustinske vaznosti u bioloSkim redoks sistemima. Zbog
visokog afiniteta Fe za razliCite ligande (npr. organske kiseline ili neorganski fosfat), Fe se
kroz biljku ne transportuje u jonskom obliku.
U aerobnim sistemima brojni helati Fe male molekulske mase, a posebno slobodno

gvozde, u Fe®* ili Fe*" obliku, su vrlo efikasni u nastanku reaktivnih kiseoni¢nih vrsta
(ROS; eng. Reactive Oxygen Species), kao $to su superoksid anjon (Oy) i hidroksil (OH")

radikali i sli¢na jedinjenja (Halliwell et Gutteridge, 1986; Halliwell, 2009), kroz Fenton-
ovu (2) i Haber-Weissov-u (3) reakciju.

0,+ Fe**— 0, + Fe* (1)
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H,0,+ Fe** »Fe®* + OH +OH  (2)

F
0, + Hy0, — O, + OH + OH' 3)

Ovi radikali su visoko toksi¢ni i odgovorni SU za oSte¢enja proteina, nukleinskih kiselina i
polinezasicenih masnih kiselina koje ulaze u sastav membranskih lipida. Kako bi se
sperCilo oksidativno ostec¢enje Celija (posebno ¢elijskih mambrana), Fe mora da bude ili
¢vrsto vezano ili ugradeneo u strukture (npr. hem ili nehem proteine) koje omogucavaju
kontrolisane reverzibilne oksido-redukcione reakcije, ukljucujuci i one u antioksidativnoj
zastiti (Broadley et al., 2012).

1.1.1 Konstituenti redoks sistema koji sadrze gvozde

1.1.1.1 Hem proteini

Najpoznatiji hem proteini su citohromi, koji sadrze hem Fe-porfirinski kompleks
kao prosteticnu grupu. Citohromi su konstituenti redoks sistema u hloroplastima,
mitohondrijama, kao i komponenta u redoks lancu nitrat reduktaze. Ostali hem proteini
ukljucuju katalazu, peroksidaze i leghemoglobin. Katalaza katalizuje konverziju vodonik
peroksida (H20;) u vodu i O, (reakcija A), dok peroksidaze katalizuju konverziju H,O, u

vodu (rekacija B):

2H,0,—2H,0+0, (A)
H,0,+AH,—A+2H,0 (B)
AH+AH+H,0,—A-A+2H,0

Glavna uloga katalaze je u reakcijama fotorespiracije, kao i u glikolatnom putu, i ukljué¢ena
je u zastitu hloroplasta od slobodnih radikala tokom reakcije cepanja vode u procesu

fotosinteze. Peroksidaze katalizuju reakciju oksidacije viSe vrsta supstrata (npr. askorbata u
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radi formiranja lignina) pomocu vodonik peroksida (Romheld et Nikolic, 2006). Oba
enzima su, stoga, veoma osetljiva na nedostatak Fe. U takvim uslovima njihova aktivnost
rapidno opada u biljnim tkivima, pa je aktivnost ova dva enzima dobar indikator statusa
snabdevenosti biljaka gvozdem. U korenu biljaka sa nedostatkom Fe, zbog smanjene
aktivnosti peroksidaze dolazi do povecanja produkcije H2O, i akumulacije fenola, a takode
i do povecanog oslobadanja fenola iz ¢elija korena. Odredeni fenoli, kao npr. kafei¢na
kiselina, veoma su efikasni u heliranju i redukciji neorganskog Fe'" i predstavljaju znacajnu
komponentu sistema odgovornog za usvajanje Fe odredenih biljaka. Na taj naCin, odredene
biljne vrste, kao npr. crvena detelina, mogu oslobadati znaajne koliine fenola kao
odgovor na deficit Fe. Leghemoglobin ima funkciju da odrzava nisku koncentraciju O, u
citoplazmi ¢elija korena leguminoza koje formiraju nodule i tako obezbeduje pravilno
funkcionisanje nitrogenaze (enzim koji redukuje N, do NHj3), koja je izuzetno osetljiva na
visoke koncentracije O,. Leghemoglobin takode moze biti prisutan i u ¢elijama korena
biljaka koje ne formiraju nodule, gde ima ulogu indikatora deficita O, (hipoksije),

iniciraju¢i metabolicki prelaz ka fermentaciji (Broadley et al., 2012).

1.1.1.2 Fe-S proteini

U okviru Fe-S proteina, koji imaju veoma znacajnu ulogu u reakcijama svetle faze
fotosinteze, Fe je koordinacionim vezama vezano za tiolnu grupu cisteina ili za neorganski
sumpor (S) u vidu klastera, ili ¢ak za oba. Najpoznatiji Fe-S protein je feredoksin, koji vrsi
prenos elektrona u velikom broju metaboli¢kih procesa.

Jo§ jedan primer Fe-S proteina predstavljaju izoenzimi superoksid dismutaze
(SOD), koji sadrze Fe kao metalnu komponentu prosteticke grupe (FeSOD). Superoksid
dismutaza detoksifikuje O,~ formiranjem H,O, i moZe sadrzati Cu (bakar), Zn (cink), Mn
(mangan) ili Fe kao metalnu komponentu (Fridovich, 1983; Sevilla et al., 1984). U
hloroplastima, FeSOD je glavni izoenzim superoksid dismutaze, ali se moze naci i U
mitohondrijama i peroksizomima (Broadley et al., 2012). Kod biljaka sa deficitom Fe,

aktivnost FeSOD je niska, dok je aktivnost CuZnSOD povisena, $to dovodi do velike
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produkcije H,O,. lako biljke sa deficitom Fe imaju smanjeni nivo antioksidativnih enzima,
kao Sto su katalaza i askorbat peroksidaza, i poviSene koncentracije H,O,, ipak ne dolazi do
pojave povecanog oksidativnog oStecenja ¢elije (npr. lipidne peroksidacije; Raineri et al.,
2001), najverovatnije zbog veoma niskih koncentracija Fe koje je neophodno za generisanje
ROS putem Fentonove reakcije.

Stres izazvan nedostatkom Fe je povezan sa pojacanom sintezom organskih
kiselina, posebno citrata. Smanjena aktivnost akonitaze moze posluziti kao objasnjenje za
povecanu sintezu organskih kiselina u tkivima biljaka deficitarnim Fe. Akonitaza je Fe-S
protein koja katalizuje izomeraciju citrata u izocitrat u Krebsovom (TCA) ciklusu
(Broquisse et al., 1986). Gvozde kao metalna komponenta prosteticke grupe, potrebno je za
stabilnost i aktivnost enzima, a kao komponenta Fe-klaster enzima odgovorno je za
prostornu orijentaciju supstrata (citrata i izocitrata). Kod biljaka koje pate od nedostatka Fe,
aktivnost akonitaze je smanjena, i reakcije u TCA ciklusu su poremecene, $to za posledicu
ima nagomilavanje organskih kiselina u korenu, ksilemskom soku i fluidu apoplasta kod
razli¢itih biljnih vrsta (Nikolic et Romheld, 1999; Lopez-Millan et al., 2000; Abadia et al.,
2002). Visoka koncentracija citrata u ksilemu u vezi je sa ¢injenicom da se Fe u ksilemu
transportuje u vidu stabilnog, u vodi rastvorljivog Fe-citratnog kompleksa (Rellan-Alvarez
et al., 2010). U korenu paradajza sa nedostatkom Fe, povecana koncentracija organskih
kiselina je u vezi sa poveéanom fiksacijom CO, u mraku i ekskrecijom protona (H"), tj.
acidifikacijom rizosfere (Miller et al., 1990). Fiksacija CO, indukovana nedostatkom Fe i
visoka aktivnost fosfoenolpiruvatne karboksilaze (PEPC) u ¢elijama korena su verovatno
glavni uzroci akumulacije organskih kiselina kod biljaka koje pate od nedostatka Fe
(Abadia et al., 2002). Povecana aktivnost PEPC je takode u vezi sa adaptivnim odgovorima
korena na nedostatak Fe, kao §to je oslobadanje H* i redukcija Fe** na plazma membrani
(Rombola et al., 2002; M’sehli et al., 2009).

Riboflavin se takode akumulira kod vec¢ine dikotiledonih vrsta pri nedostaku Fe, i
njegovo oslobadanje iz korena moze biti i do 200 puta veée kod Fe-defcitarnih biljaka
(Venkat Raju et al., 1972; Andaluz et al., 2009). Povecane koncentracije riboflavina u
korenu biljaka u vezi su sa aktivnosti 6,7-dimetil 1-8-ribitilumazin sintazom koja doprinosi

poslednjem koraku biosinteze riboflavina (Andaluz et al., 2009). Akumulacija riboflavina
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se najverovatnije jajvlja zbog izmenjenog metabolizma purina kao posledica oste¢enja
ksantin oksidaze (Schlee et al., 1968), joS jednog enzima sa Fe-S klasterima kao

prosteti¢noj grupi.

1.1.2 Ostali enzimi koji zahtevaju gvozde

Postoji jos veliki broj slabije izu¢enih enzima u kojima se Fe ponasa ili kao metalna
komponenta u redoks reakcijama ili kao vezujuéi element izmedu enzima 1 supstrata. Kod
biljaka sa nedostatkom Fe, aktivnosti takvih enzima su niske, sto moZe dovesti do promena
u metaboli¢kim procesima.

Aminokiselina metionin je, na primer, i prekursor za sintezu etilena. Duz
biosintetskog puta pri konverziji 1-aminociklopropan-1-karboksilne kiseline (ACC) u
etilen, de$ava se dvostepena jednoelektonska oksidacije, koju katalizuje Fe". 1z tog razloga,
kod biljaka koje pate od nedostatka Fe produkcija etilena je jako niska (Bouzayen et al.,
1991).

Lipoksigenaze su enzimi koji sadrze jedan atom Fe po molekulu (Hildebrand,
1989), koji katalizuju peroksidaciju linolne i linolenske kiseline tj. polinezasi¢enih masnih
kiselina koje su znacajne komponente celijskih membrana. Stoga, visoka aktivnost
lipoksigenaza je karakteristicna za brzorastuca tkiva i organe, i moZze biti krucijalna za
stabilnost membrane.

Niska koncentracija hlorofila mladih listova je najocigledniji vizuelni simptom
nedostatka Fe, poznat pod nazivom Zzutilo listova ili hloroza. Brojni faktori su odgovorni za
to smanjene, gde je najdirektniji zapravo uloga Fe u biosintezi hlorofila. Prekursor hlorofila
i sinteze hema je aminolevulinska kiselina (ALA), a stopa formiranja ALA je pod
kontrolom Fe (Pushnik et Miller, 1989). Takode, Fe je neophodno i za formiranje proto-
hlorofilida od Mg-protoporfirina (Spiller et al., 1982). Koproporfirinogen oksidaza je
protein koji sadrzi Fe (Chereskin et Castelfranco, 1982), a konvezija koprofirinogena do

protoporfirina IX, takode zahteva prisustvo ovog mikroelementa (Hsu et Miller, 1969).
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1.2 Gvozde u zemljiStu

Gvozde je Cetvrti po zastupljenost element u Zemljinoj kori i u zemljistu se javlja u
koncentracijama od &ak 7.000 do 500.000 mg kg®’. Medutim, u dobro aerisanim
zemljiStima u oblasti fizioloSke pH, Fe je izuzetno nerastvrljivo i nalazi se pretezno u formi
Fe'" oksida i hidroksida [Fe(OH),, Fe(OH)s, i Fe(OH)4], koji su slabo dostupni za vise
biljke. Koncentracija slobodnih Fe’* i Fe** jona u zemljisnom rastvoru opada sa
poveéanjem pH i izuzetno je niska u kre¢nim i alkalnim zemljistima (oko 10™° M;
Boukhalfa et Crumbliss, 2002). Iz tog razloga, uzgajanje biljaka na kre¢nim zemljiStima i
na zemljiStima koja su prekomerno dubrena kre¢om dovodi do pojave hloroze indukovane
nedostatkom Fe. Procenjuje se da je skoro 30% svetskog obradivog zemljiSta previse
karbonatno za optimalno uzgajanje useva (Guerinot et Yi, 1994).

Helati Fe', retko Fe'", koji predstavljaju stabilne i dobro rastvorljive organske
komplekse Fe sa huminskim kiselinama, organskim kiselinama, fenolima (produkti
degradacije organske materije u zemljistu) i mikrobioloskim sideroforama, ¢ine dominantne
forme rastvorljivog Fe u zemljistu (Lindsay, 1995). Smatra se da koncentracija helatnog Fe,
koje je potrebno za optimalno rastenje i razviée biljaka iznosi 10°do 10° M. U zemljistima
sa visokim sadrzajem organske materije koncentracija Fe helata dostiZe i do 10* do 10° M.
Medutim, u dobro aerisanim zemljistima sa malim sadrZzajem organske materije,
koncentracija Fe u zemljisnom rastvoru nalazi se u opsegu od 10® do 107 M, to je
nedovoljno za normalno rastenje veéine biljnih vrsta (Romheld et Marschner, 1986). 1z tog
razloga, rastvorljivost Fe u rizosferi je uglavnom regulisana fizioloskim i morfoloskim

promenanama korena, posebno izrazenim u uslovima njegovog nedostatka.

1.3 Usvajanje gvoZda korenovim sistemom

Kod biljaka su se tokom evolucije razvila dva razli¢ita mehanizma za mobilizaciju

gvozda u rizosferi i njegovog usvajanja preko plazma membrane ¢elija korena. Sve dikotile
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I monokaotile biljke osim trava (Poaceae) koriste takozvanu strategiju | za usvajanje Fe, dok
strategiju Il koriste biljke iz familije trava (Romheld et Marschner, 1986).

1.1.3 Adaptivni mehanizam biljaka strategije |

Karakteristican odgovor korena biljaka strategije 1 (Slika 1, gore) na smanjenu
dostupnost Fe u zemljistu predstavljen je indukcijom tri klju¢na procesa: (a) otpustanja
protona putem plazma membranske ATPaze P-tipa, kako bi se zakiselila okolina korena
(rizosfera) i tako povecala rastvorljivost Fe'"' (Santi et Schmidt, 2009); (b) redukcije Fe** do

Fe?* jona od strane enzima Fe"'

-helatne reduktaze (FRO) na plazma membrani celija
korena; (c) transporta Fe?* kroz plazma membranu preko specificnog regulisanog
transportnog proteina, IRT1 (eng. iron regulated transporter 1) (Vert et al., 2002). Dodatni
adaptivni mehanizam predstavljaju 1 morfoloske promene korena, koje ukljucuju povecanje
ukupne povrSine korena formiranjem lateralnih korenova, korenskih dlacica u apikalnoj
zoni, kao i razvice takozvanih transfernih ¢elija (Schmidt, 1999). Takode, u uslovima
nedostatka Fe, mnoge biljke strategije I povecavaju akumulaciju, a potom 1 izlucivanje
(eksudaciju) organskih jedinjenja (npr. karboksilata, fenola i flavina), koji mogu povecati
dostupnost Fe putem heliranja i potencijalne redukcije Fe"' (Ohwaki et Sugahara, 1997;
Welkie, 2000; Jin et al., 2007). Smatra se da se eksudacija fenolnih jedinjenja vrsi
posredstvom PEZ (eng. phenolics efflux zero) transportera (Slika 1, gore; Kobayashi et
Nishizawa, 2012).

Acidifikacija rizosfere je naverovatnije posledica aktiviranja jednog ili vise
pripadnika familije H*-ATPaza kod biljaka. Nedavne studije su pokazale da H*-ATPaza
krastavca (Cucumis sativus) (CsHAL) doprinosi adaptivnom mehanizmu strategije | (Hell et
Stephan, 2003). lako je kod arabidopsisa (Arabidopsis thaliana) povecana ekspresija
AtHAL, AtHA?2 i AtHA7 (H™-ATPaze arabidopsisa) u epidermisu korena u odgovoru na
nedostatak Fe, AtHA2 je primarna H'-ATPaza korena u odgovoru na nedostatak Fe

(Morrissey et Guerinot, 2009). Indukcija aktivnosti H*-ATPaza zavisi od FIT
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transkripcionog faktora, koji predstavlja klju¢nu komponentu u signalnom putu nedostatka
Fe (Hell et Stephan, 2003).

Nakon oslobadanja Fe®* iz zemljisnih Cestica koje sadrze minerale Fe, enzim feri-
helatna reduktaza (FRO) lokalizovana na plazma membrani rizodermalnih c¢elija vrsi

transport elektrona preko plazma membrana kako bi redukovala Fe** do Fe.

RIZOSFERA APOPLAST PM SIMPLAST

Strategija | (_og

FIII

—> Fe'll - helati NAD(P)H
cestica C
NAD(P)*

FeZ*

helatori/reduktanti
(fenoli, karboksilati...)

Fe?*

Strategija Il

Felll

S PS
ZemljiSna
Fe testica

Felll

Fe'-Ps * Fe'l-PS

Slikal. Strategije usvajanja Fe iz zemljiSta kod viSih biljaka. Strategija I, redukciona
strategija, prisutna je kod svih visih biljaka osim trava (gore); u odgovoru na nedostatak Fe
dolazi do eksudacije protona od strane HA H* ATP-aze; feri helatna reduktaza, FRO, vrsi
redukciju Fe"" do Fe", koje se zatim transportuje u epidermalne ¢elije korena putem IRT,
transportera divelentnih katjona; PEZ wvrSi eksudaciju fenolnih jedinjenja, koja mogu
povecati dostupnost Fe u rizosferi. Strategija 1l (dole), helataciona strategija, prisutna je
kod trava (dole); u odgovoru na nedostatak Fe vrsi se sekrecija fitosiderofora (PS) u
rizosferu posredstvom TOM1 transportera; PS heliraju Fe** i Fe'-PS kompleks se
transportuje u Celije posredstvom ¢lanova YS/YSL familije transportera (dopunjeno prema
Rombheld et Marschner, 1986).
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FRO je integralni membranski protein i pripada familiji proteina koja vrsi prenos elektrona
od citosolnog NADPH do FAD, a zatim preko hem grupa do akceptora elektrona (Fe**) na
spoljasnjoj strani plazma membrane. Do sada je okarakterisano nekoliko pripadnika FRO
familije proteina, koji kod razli¢itih biljnih vrsta doprinose odgovoru strategije I, kao npr.
AtFRO2 arabidopsisa, PsSFRO1 graska, LeFRO1 paradajza i CsFROI krastavca, Cija je
aktivnost povecana u odgovoru na nedostatak Fe (Jeong et Connolly, 2009). Redukovano
Fe se transportuje preko plazm amembrane u simplast korena putem specifi¢énih IRT1
transportera iz familije ZIP transportera metala [eng. zincregulated transporter (ZRT) iron-
regulated transporterlike proteins, ZIP]. Gen koji kodira za IRT1 transporter Fe kloniran je
iz arabidopsisa (Eide et al., 1996), kao i njegovi ortolozi RIT iz graSka i paradajza (Cohen
et al., 1998; Eckhardt et al., 2001).

Takode, sve je vise istrazivanja koja ukazuju da, pored IRT1, transporteri Fe visokog
afiniteta iz NRAMP (eng. natural resistance-associated macrophage protein) Kklase
proteina imaju odredenu ulogu u usvajanju i transportu Fe. NRAMP predstavlja grupu
visoko konzervativnih integralnih membranskih proteina, koji se javljaju kod bakterija,
gljiva, biljaka i Zivotinja (Xiao et al., 2008). NRAMP proteini su tokom evolucije razvili
funkcionalnu divergenciju i tako specificnost za veliki broj supstrata kod razli€itih vrsta.
LeNRAMP1 paradajza (Lycopersicon esculentum) pokazuje ekspreciju specifi¢no za tkivo
korena koja je regulisana statusom Fe (Bereczky et al., 2003). AtNRAMP1 predstavlja
funkcionalni transporter metala kod arabidopsisa, 1 pokazuje pojacanu ekspresiju u
uslovima smanjene snabdevenosti biljaka Fe (Curie et al., 2000). Kod pirin¢a (Oryza
sativa), geni za OSNRAMP1 takode pokazuju povisenu ekspresiju u korenovima biljaka
izloZzenih nedostatku Fe (Takahashi et al., 2011). Xiao et al. (2008) su pokazali da je
transkripcija MbNRAMP1 kod divlje jabuke (Malus baccata) regulisana statusom Fe u
korenovima i izdancima. Kod kikirikija (Arachis hypogaea) AhNRAMPL je verovatno
ukljucen u proces usvajanja Fe (Xiong et al., 2012), gde je ekspresija ANNRAMPL1 snazno
indukovana nedostatkom Fe u korenu i listu. Stoga, smatra se da ovi NRAMP geni
pripadaju potklasi indukovanoj nedostatkom Fe, Sto ukazuje na ulogu u odrZavanju

homeostaze ovog mikroelementa. Medutim, najskorije istrazivanje Castaings et al. (2016)
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nedvosmisleno je pokazalo da NRAMP1 ima kljuénu ulogu u transportu Fe na nivou
korena (u sadejstvu sa IRT1), posebno u uslovima normalne snabdevenosti Fe.

1.3.1 Adaptivni mehanizam biljaka strategije 11

Biljke iz familije trava (Poaceae) razvile su poseban mehanizam za akviziciju Fe iz
zemljiSta, poznata kao helataciona strategija ili strategija 1l (za detaljan prikaz videti Sliku

"_helatora, derivata

1, dole) (Romheld, 1990). Heliranje se postiZze posredstvom snaznih Fe
mugineinske kiseline (MA), poznatih pod nazivom fitosiderofore (PS) (Kobayashi et
Nishizawa, 2012). Analizom gena indukovanih nedostatkom Fe kod pirin¢a identifikovan je
pretpostavljeni efluks transporter malih molekula, TOM1 (Nozoye et al., 2011). TOM1
posreduje u efluksu deoksimugineinske kiseline (DMA) u ¢elijama korena pirin¢a. Prirodna
mutacija kod kukuruza (Zea mays) pod nazivom yellow stripe3 (ys3) sprecava izlucivanje
fitosiderofora iako sama biosinteza fitosiderofora nije narusena (Basso et al., 1994). Budu¢a
israzivanja bi trebalo da pokazu da li je ys3 mutacija gubitka funkcije TOML1 ortologa

kukuruza. Kompleks Fe'"

-fitosiderofora ulazi u ¢elije korena putem YS1 (eng. yellow stripe
1) i YSL (eng. yellow stripe-like) transportera kod razli¢itih vrsta trava (npr. ZmYSI,
HvYS1 i OsYSL15) (Kobayashi et Nishizawa, 2012). Pirinac je atipi¢an zato §to usvaja Fe
koriste¢i osobine obe strategije, ukljudujuéi Fe' transporter OsIRT1 i usvajanje kompleksa
Fe''fitosiderofora posredstvom OsYSL15 (Inoue et al., 2009), $to nije iznenadujuée
budu¢i da se ova kultura gaji na plavljenom zemljistu gde su povecani reduktivni uslovi.

" 'i najverovatnije da je

Stoga, koren pirinca pokazuje jako mali kapacitet za redukciju Fe
pirina¢ evoluirao i adaptirao se na svoje staniSte, gde je sadrzaj kiseonika smanjen zbog
plavljenja, pa je dominantna forma Fe" i gde, upravo zbog toga, ¢ak moze da pati i od Fe

toksi¢nosti (Ishimaru et al., 2006).

10
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1.4 Transport i distribucija gvezda u biljci

1.4.1 Translokacija gvozda iz korena u nadzemni deo biljke

Akvizicija Fe i drugih mikroelemenata u biljci zapo€inje u apoplastu epidermalnih
¢elija korena (Sattelmacher, 2001). Gvozde difunduje kroz slobodni prostor apoplasta do
plazma membrane, ali nakon Sto se redukuje (FRO) ili helira, ne mora u potpunosti biti
usvojeno putem nekog od ranije pomenutih sistema za usvajanje (Slika 1; Slika 2.1). U
prisustvu kiseonika, deo Fe se reoksiduje i taloZi u vidu hidroksida ili soli fosfata,
formirajuci tako znacajne rezerve Fe u apoplastu (Bienfait et al., 1985). Ove rezerve Cine i
do 95% od ukupnog sadrzaja Fe u korenu biljaka i biljka ih moze koristiti u uslovima
nedostatka Fe (Becker et al., 1995). Kada Fe ude u simplast korena putem ve¢ opisanih
transportnih sistema (IRT i NRAMP kod biljaka strategije 1; YS1 i YSL kod biljaka
strategije I1), opet se mora zastititi od kiseonika, kako bi se sprecila precipitacija i nastanak
kiseoni¢nih radikala. Iako je nekoliko organskih i amino kiselina u ¢eliji pogodno za
heliranje Fe, nikocijanamin (NA) izgleda predstavlja najpovoljnijeg kandidata iz nekoliko
razloga: (a) formira stabilne komplekse sa oba oksidaciona stanja Fe na neutralnoj i blago
alkalnoj pH (Stephan et al., 1996); iako Fe''-NA compleks poseduje mnogo veéu
konstantu stabilnosti, Fe''-NA compleks je kineticki stabilniji u acrobnim uslovima (von
Wirén et al., 1999). (b) NA je prisutan kod svih visih biljaka i nalazi se u svim tkivima
(Scholz et al., 1992). (c) Fe-NA kompleksi su relativno slabi reagensi u Fentonovoj reakciji
(von Wiren et al., 1999). (d) mutan paradajza sa nedostatkom NA (hloronerva), pokazuje
poveéanu aktivnost antioksidativnih enzima (Herbik et al., 1996) i precipitaciju Fe u
vakuolama i1 mitohondrijama (Liu et al., 1998). (e) koncentracije NA su povecane u
vrhovima korena suncokreta i je¢ma u regionima najveéeg usvajanja Fe 1 njegovog
radijalnog transporta (Stephan et Scholz, 1990); koncentracije NA su u korelaciji sa
lokalizacijom i nivoima Fe kod graska i paradajza (Pich et al., 2001).

Biohemijski posmatrano, NA je amino kiselina, derivat metionina, koja ne ulazi u

izgradnju proteina i specificna je za biljno carstvo. Nikocijanamin se sintetiSe u

11
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korenovima, listovima i cvetovima posredstvom NA sintaze (NAS) koriste¢i S-adenozil
metionin (SAM) kao prekursor (Scholz et al., 1992; Ling et al., 1999). Ovo jedinjenje igra
klju¢nu ulogu kao glavni helator slobodnog Fe u ¢elijama kada god ono nije vezano za
ciljne strukture, kao Sto je na primer hem, ili nije uskladisteno u vidu fitoferitina. Pored
toga Sto ujedno predstavlja prekursor za biosintezu fitosoderofora kod biljaka strategije II,
NA takode moze imati i druge uloge u transportu Fe, Cu i drugih metala (mikrolelemenata)
izmedu celija 1 posebno u floemu.

Radijalni transport Fe od epidermisa korena do centralnog cilindra (ksilemskih
sudova) se najverovatnije odvija putem simplasta, preko plazmodezmi, duz
koncentracionog gradijenta u obliku kompleksa Fe'-NA (Stephan et al., 1996). Punjenje
sudova ksilema Fe predstavlja ponovni transfer iz simplasta u apoplast preko parenhimskih
¢elijam ksilema ili ukljuc¢ivanjem transfernih ¢elija u komunikaciji ksilema i floema (Slika
2.2). U ksilemu, najveéi deo Fe je kompleksiran i prenosi se u vidu Fe"'-citrata (Slika 2.3).
Tatan mehanizam punjenja ksilema Fe** nakon prethodne oksidacije Fe" ili Fe'
kompleksa sa citratom, i njegovog oslobadanja u nadzemnim tkivima (listovima) do danas
nije opisan. Smatra se da AtFPNL1 (eng. feroportin 1) arabidopsisa vrsi efluks Fe preko
plazma membrane parenhimskih celika ksilema u prostor apoplasta (Morrissey et al.,
2009). Takode, poznato je da AtFRD3 (eng. ferric reductase defective 3) protein, ¢lan
MATE (eng. multidrug and toxin efflux) familije, lokalizovan na plazma membrani ¢éelija
pericikla i vaskulature, ima ulogu u translokaciji Fe iz korena u izdanak ubacujuéi citrat u
ksilem (Jeong et Guerinot, 2009). Kod pirin¢a, funkciju punjenja ksilema citratom vrsi
OsFRDL1 (eng. ferric reductase defective like 1) transporter (Morrissey et Guerinot, 2009).

Nakon $to citrat koji je ubacen u ksilem helira Fe**, kompleks Fe''citrata se kroz

ksilemske sudove transportuje do listova, gde se ponovo mora usvojiti u ¢elije, ovog puta iz

" _citrata iz

prostora apoplasta (praznjenje ksilema; Slika 2.4). Tako, kompleksi Fe
ksilemskih sudova ili bivaju usvojeni od strane celija posredstvom joS neidentifikovanih
transportera, ili mozda dolazi do redukcije kompleksa od strane nekog FRO proteina, nakon

ega se u obliku Fe' transporuje u razlicite biljne delove (Jeong et Guerinot, 2009).

12
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Slika 2. Transport Fe kroz biljku. 1. Usvajanje Fe iz rizosfere/apoplasta u epidermalne
¢elije korena; a) Strategija | i b) strategija Il; 2. Punjenje ksilema Fe; 3. Ksilemski
transport; 4. Praznjenje ksilema; 5. Meducelijski transport u listu; 6. Punjenje floema u
starijim listovima (,,izvor®); 7. Floemski transport; 8. Praznjenje floema u tkivu ,uvira“
(npr. mladi listovi, seme itd.). Ovalni simboli predstavljaju proteine koji ucestvuju u
transportu Fe u razli¢itim biljnim tkivima i organima,; strelice indikuju kretanje Fe.
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Fotoredukcija posredstvom svetlosne energije niskih talasnih duzina (UV i plava svetlost)

ksilemom transportovanog Fe'"

izdanku (Bienfait et Scheffers 1992; za detalje videti Nikolic et Rémheld, 2007). Hipoteza
11

-citrata izgleda igra vaznu ulogu u ponovnoj redukciji Fe u
o znacaju enzimske redukcije Fe™ u listovima i dalje predstavlja predmet kontroverzi
(Schmidt, 1999), iako je aktivnost Fe''-helatne reduktaze jasno pokazana (Larbi et al.,
2001) i FRO1 gen graska ne samo da je eksprimiran u listovima, ve¢ i indukovan
nedostatkom Fe (Waters et al., 2002).

Kod arabidopsisa, odredeni &lanovi YSL Fe'-NA transportera iz OPT (eng.
oligopeptide transporter) familije proteina su predlozeni kao kljuéni medijatori u usvajanju
Fe iz ksilema. Ekspresija AtYSL1, AtYSL2 i AtYSL3 je smanjena u uslovima nedostatka
Fe, Sto govori da verovatno poseduju odredenu ulogu u odrzavanje homeostaze Fe. Pored
toga, AtYSL1, AtYSL2 i AtYSL3 su najjae eksprimirani u listovima, na lateralnoj
membrani parenhimskim ¢elija ksilema (DiDonato et al., 2004; Waters et al., 2006). Conte
et Walker (2011) predlazu da je prevashodna fizioloSka uloga AtYSL1, AtYSL2 i AtYSL3
da vrse usvajanje Fe koje je doSlo do tkiva putem ksilema u Celije, tako ga premestajuci iz
apoplasata u simplast (Slika 2.4). Kako je najveci deo Fe koji dospeva do listova putem

" obliku, pre nego $to se Fe'-NA kompleks transportuje u

ksilema vezano za citrat u Fe
¢elije mezofila lista putem YSL transportera, prethodno mora do¢i do redukcije Fe™ '-citrata

I izmene liganda (citrata) sa NA (Conte et Walker, 2011).

1.4.2 Meducelijski transport gvozda

Distribucija Fe iz ¢elija koje okruzuju nerve do ¢elija lamine lista je verovatno
ponovo posredovana kompleksiranjem sa NA. Takva translokacija Fe"-NA kompleksa na
male udaljenosti preko ¢elijskih membrana se postize aktivnoscu vise transportnih proteina
koji ukljuciju odredene ¢lanove YSL (videti Sliku 2.5) (Curie et al., 2009). Ovi YSL
transporteri verovatno posreduju u lateralnom premestanju Fe-NA kompleksa iz ksilema i
floema, i u generativnim organima ucestvuju u punjenju semena Fe (Le Jean et al., 2005;

Waters et al., 2006; Chu et al., 2010). Takode, u ¢elije lista Fe se mozZe usvojiti iz
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apoplasta, slicno usvajanju Fe iz rizosfere u epidermalne ¢elije korena. Kod arabidopsisa,
pokazano je da su FRO i geni sli¢ni IRT (ZIP familija gena) eksprimirani i u listu, ne samo
u korenu, gde njihova aktivnost moZze biti regulisana Fe (Slika 2.5) (Eng et al., 1998; Bauer
et al., 2004). Pored toga, u okviru organa, Fe se moze kretati i putem simplasta (Slika 2.5)
(Edding et Brown, 1967).

1.4.3 Remobilizacija i redistribucija gvozda u izdanku

Kao posledica toga Sto poseduju nedovrSene ksilemske strukture (protoskilem) i
malu stopu transpiracije, mladi listovi se skoro potpuno snabdevaju Fe i drugim
mikroelemntima putem floema. Dobro je poznato da se Fe iz organa koji predstavljaju izvor
(eng. source) do tkiva koji predstavljaju uvir (eng. sink), kao $to su semena i mladi listovi,
moze mobilisati posredstvom floema (Slika 2.6-8) (Hell et Stephan, 2003). Medutim,
mehanizam transporta Fe od tkiva izvora do tkiva uvira floemom i dalje je slabo razjasnjen.

Poznato je da NA ima znacajnu ulogu u medudelijskom i unutarcelijskom transportu
Fe 1 punjenju i praznjenju ksilema, ali takode 1 u transportu Fe na veca rastojanja floemskim
putem (Hell et Stephan, 2003). Mutant paradajza hloronerva (nema sposobnost sinteze NA)
pokazuje internervalnu hlorozu maldih listova, iako stariji listovi sadrze ve¢e koncentracije
Fe, ukazuju¢i tako na ulogu NA u floemskom transportu Fe (Stephan et Scholz 1993).
Remobilizacija Fe stoga jasno zavisi od prisustva NA, premda se izostanak redistribucije Fe
izmedu starijih 1 maldih listova kod hloronerva mutanta moze prevazi¢i egzogenom
primenom NA (Scholz, 1989). Takode, upotrebom mutanata arabidopsisa nas4x-1 i nas4x-
2, jasno je pokazano da je NA ukljucen u transport Fe do madih listova putem floema, kao i
u lateralni transport Fe iz provodnog tkiva do celija mezofila (Schuler et al., 2012).
Medutim, kako je samo 4% od ukupnog Fe u floemu u Fe'" obliku (Schmidke et al., 1999),
pretpostavlja se da komleks sa NA zapravo predstavlja transporni oblik Fe za praznjenje
simplastnog puta. U floemskom soku Fe je, ¢ini se, najvec¢im delom vezano za proteinsku
frakciju, konkretno za specificni protein poznat po nazivom ITP (eng. iron transport

protein) koji pripada LEA (eng. late embryogenesis abundant) familiji proteina (Slika 2.6)
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(Kruger et al., 2002). Tako je pretpostavljena uloga NA da sluzi kao Satl za primopredaju
Fe sa ITP (Bauer et Hell, 2006).

Kod arabidopsisa, AtYSL1 i AtYSL3 su izgleda neophodni u procesu remobilizacije
Fe iz senescentnih listova i njegovu translokaciju u tkiva uvira, mada je njihova konkretna
uloga u tom procesu jo$ uvek predmet rasprave (Slik 2.6 i 2.8) (Conte et Walker, 2011).
Poznato je da AtOPT3 posreduje u punjenju floema Fe u listovima kao i da ucestvuje u
transportu Fe do tkiva u razvoju (npr. mladih listova, semena) (Zhai et al., 2014). lako
njegov supstrat do danas nije poznat, pretpostavlja se da transportuje Fe-helat ili helator Fe
(Slika 2.8) (Morrissey et Guerinot, 2009). Kod pirinca, OSYSL2 je eksprimiran u ¢elijama
pratilicama i funkcionie kao transporter koji prebacuje Fe'-NA komplekse u floem
(punjenje floema, Slika 2.6) (Koike et al., 2004), dok je OsYSLI15 izgleda ukljucen u
praznjenje floema i punjenje semena (Slika 2.8) (Morrissey et Guerinot, 2009). Takode,
ekspresije OsIRT1 je povecana pri nedostatku Fe posebno u ¢éelijama pratilicama, pa se
pretpostavlja da OsIRT1 vrsi transport Fe' u floem, gde biva helirano sa NA (Slika 2.6)
(Morrissey et Guerinot, 2009).

1.4.4 Subcelijski transport i lokalizacija gvozda

Uprkos strogoj kontroli sistema za usvajanje na nivou korena, ipak moze do¢i do
preteranog unosa Fe u biljku, kao posledica nepovoljnih uslova Zivotne sredine (npr.
redukovani uslovi u zemljistu). Kako bi se uklonio visak slobodnog Fe u ¢eliji, indukuje se
sinteza fitoferitina. Feritini predstavljaju sveprisutne multimerne proteinske komplekse
sacinjene od 24 homologe ili heterologe subjedinice koje imaju sposobnost da skladiste i do
4000 atoma Fe u centralnoj Supljini. Njihova zastupljenost je kontrolisana preciznim
regulatornim mehanizmima, kao odgovor na potrebu da u celiji postoji precizna
homeostaza Fe (Briat et al., 1999). Fitoferitin je obi¢no lokalizovan u plastidima korena i
izdanaka (hloroplasti), gde vrsi vaznu funkciju skladistenja viska Fe kako bi se izbegao
oksidativni stres (Savino et al., 1997; Deak et al., 1999). U ¢elijama lista 90% Fe se nalazi

upravo u hloroplastima, gde je najveci deo lokalizovan u stromi vezan za feritin. (Bughio et
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al., 1997). Unos Fe u hloroplast do sada nije razjasnjen, medutim spekuliSe se o
potencijalnoj ulozi hloroplastne FRO7 i PIC1 (eng. permease in chloroplasts 1) proteina na
unutrasnjoj ovojnici hloroplasta (Slika 3) (Jeong et Guerinot, 2009). AtNAP14 (eng. non-
intrinsic ABC transporter protein) takode moze predstavljati influks transporter za Fe na
membrani hloroplasta arabidopsisa ili, kao alternativa, moze predstavljati senzor za Fe na
plastidima koji parti status Fe i1 kontrolise kretanje Fe od korena ka izdanku (Slika 3)
(Conte et Walker, 2010.)

Vakuola

Fe-fitat

Mitohondrija Hloroplast

Slika 3. Intracelularni transport i sekvestracija Fe. Fe se transportuje u vakuolu
posredstvom FPN2 (eksprimiran u korenu) i VIT1 (eksprimiran u embrionu). Unutar
vakuole Fe biva kompleksirano fitatom i NA. NRAMP3 i NRAMP4 transportuju Fe izvan
vakuole, najvise tokom nedostatka Fe i germinacije. FRO3 i FRO7 verovatno redukuju F"
na membrani mitohondrija. U mitohondrijama, Fe je sekvestrirano feritinom (FER) i
frataksinom (FH). FH takode igra ulogu u spajanju i reparaciji Fe-S klastera, koji se
trasnsportuju izvan mitohondrija putem ATM3. Pre nego $to ude u hloroplasti, Fe'" biva
redukovano od strane FRO7, a zatim usvojeno putem Fe' transportera PIC1. Unutar
hloroplasta, Fe je sekvestrirano u feritinu.

Mitohondrije, kao glavno mesto biosinteze Fe-S klastera, takode doprinose

odrzavanju homeostaze Fe. lako mitohondrijalni transporteri za Fe jo$ nisu identifikovani,
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tri ortologa ATML1 transportera (eng. ABC transporter of the mitochondrion 1) iz kvasca
(Saccharomyces cerevisiae) su pronadena kod arabidopsisa, gde je AtATM3 najverovatniji
kandidat za eksportovanje Fe-S klastere iz mitohondrija (Slika 3) (Jeong et Guerinot, 2009).
Na mitohondrijama su detektovane i FRO7 i FRO3, koje isto mogu imati ulogu u transportu
Fe u mitohondrijama (Sliak 3) (Jeong et Guerinot, 2009). U mitohondrijama, Fe je takode
sekvestrirano feritinom i frataksinom (Morrissey et Guerinot, 2009).

Vakuole su veoma znacajne za sladistenje i sekvestaciju Fe i drugih mineralnih
elemenata u biljnim celijama, posebno u semenima. Do sada je identifikovan VIT1
transporter (eng. vacuolar iron transporter 1) koji ubacuje Fe u vakuolu i dva transportera
metala iz NRAMP familije, NRAMP3 i NRAMP4, koji izbacuju Fe iz vakuole, a
indukovani su u uslovima nedostatka Fe (Slika 3) (Thomine et Vert, 2013). Influks
prelaznih metala u vakuolu u ¢elijama korena obavlja se posredstvom AtFPN2 transportera
arabidopsisa, koji je indukovan u uslovima nedostatka Fe i vrsi sekvestraciju toksi¢nih
metala i viska Fe (Sliak 3) (Morrissey et Guerinot, 2009).

1.5 Nedostatak gvozda kao globalni problem

Nedostatak Fe kod poljoprivrednih kultura, kao posledica njegove slabe bioloske
dostupnosti najceS¢e se javljaju na alkalnim i kre¢nim zemljiStima, koja obuhvataju 30%
obradivih povrsSina u svetu (Vose, 1982). Nedostatak Fe stoga predstavlja jedan od glavnih
ogranicavaju¢ih faktora u uzgajanju useva, izazivaju¢i znaCajne gubitke u prinosu
ekonomski znacajnih kultura Sirom sveta. U mnogim zemljama, a posebno u ekonomski
nerazvijenim zemljama i zemljama u razvoju (ukljucujucéi i1 Srbiju), biljna hrana predstavlja
osnovu u ljudskoj ishrani (Nikolic et al., 2016). Tako se procenjuje da preko 30% svetske
populacije pati od anemije izazvane nedovoljnim unosom Fe (WHO, 2009). Iz tog razloga,
pored mera selekcije 1 oplemenjivanja u cilju povecane efikasnosti useva da iskoriS§¢avaju
mikroelemente i bolje ih akumuliraju u jestivim delovima (Welch et Graham, 2004),
upotreba mineralnih dubriva predstavlja brzi i1 neposredan nacin ne samo da se poveca

prinos useva na neplodnim zemljistima, ve¢ i da se poveca sadrzaj Fe u hrani (White et
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Broadley, 2009). Sa druge strane, dubriva Fe u helathom obliku, koja su jedina efikasna na
kre¢nim zemljiStima, su vrlo skupa i stoga nedostupna za siromasne zemlje, a takode ona
predstavljaju 1 veliki rizik za zivotnu sredinu zbog mogucénosti da sinteticki helatori
povecaju mobilnost teskih metala u zemljiStu i1 njihov ulazak u lance ishrane (Romheld et
Nikolic, 2006). Zbog svega toga tekuca istazivanja u ovoj oblasti usmerena su pre svega na

razvoj novih strategija za odrzivu kontrolu Fe hloroze i biofortifikaciju useva Fe.

1.6 Silicijum kao koristan element za viSe biljke

Silicijum (Si), drugi po zastupljenosti element u Zemljinoj kori, jo§ uvek nije u
potpunosti prihvacen kao esencijalni element za vise biljke u svetskoj nau¢noj javnosti i
zakonodavstvu koje reguliSe promet dubriva, najvise iz razloga jer njegovo odsustvo ne
sprecava zavrSavanje zivotnog ciklusa biljke izuzev za Equisetaceae (Chen et Lewin, 1969)
i neke alge (Likhoshway et al., 2006), i na taj nacin ne zadovoljava prvo pravilo
esencijalnosti mineralnih elemenata koje su postavili Arnon et Stout (1939). Medutim,
pozitivan efekat Si na rastenje, razvice i prinos mnogih useva poznat je vise od 150 godina.
Takode, Si je jedini do sada poznati element koji uspesno ublazava razlicite oblike biotskog
i abiotskog stresa kod mnogih biljnih vrsta, kao Sto su zaslanjenost i sodnost zemljista
(Ahmad et al., 1992; Zhu et al., 2004; Liang et al., 2007), suda (Hattori et al., 2005; Gong
et al., 2005), toksi¢nost metala (Wu et al., 2013; Pontigo et al., 2015), disbalans i
nedostatak hraniva (Hernandez-Apaolaza, 2014; Liang et al., 2015), UV radijacija, visoke i
niske temperature (Liang et al., 2015), kao i povecanje tolerancije na biljne bolesti i napade
Steto¢ina (Fauteux et al., 2005; Romero et al., 2011).

Mnogi pozitivni efekti Si na vaskularne biljke dovode se u vezu sa povecanom
akumulacijom ovog elementa u razli¢itim biljnim tkivima. Poslednjih godina nacinjeni su
veliki napori u razjasnjavanju mehanizama koji stoje u osnovi ovakvog delovanja Si. Uloga
Si u prevazilazenju razli¢itih tipova biotskog i abiotskog stresa je, pre svega, protektivana i
to fizicki 1 hemijski (Epstine, 2009). Silicijum se kod mnogih biljaka, posebno trava vlaznih

staniSta, ugraduje u Celijske zidove u vidu ¢vrstih depozicija amorfnog opala, i na taj nacin

19



Uvod

pruza svojevrsnu mehanicku potporu tj. barijeru, Stite¢i tako biljku od razli¢itih nepovoljnih
uticaja iz zivotne sredine (npr. napadi StetoCina/patogena, poleganje, zastita od herbivora
itd.). Sa druge strane, pokazano je da Si promoviSe i biosintezu velikog broja sekundarnih
metabolita, koji su od izuzetnog znacaja u zastiti biljaka od, pre svega, bioloskih napada,
posebno od strane insekata. Takva jedinjenja obuhvataju terpenoide, alkaloide i razli¢ita
fenolna jedinjenja (fitoaleksini) koja mogu biti repelenti ili toksi¢ni agensi za
Stetodine/patogene (Buchanan et al., 2000). Takode, veliki je broj biohemijskih entiteta,
koji su deo primarnog metabolizma, i na ¢iju biosintezu uti¢e Si, a Koji Su znacajni u
odbrani biljke od stresa. To su, pre svega, fitohormoni, ukljucujué¢i salicilnu kiselinu,
jasmoni¢nu kiselinu i etilen. Takode, Fauteux et al. (2006) su pokazali da je kod
arabidopsisa inficiranog pepelnicom Si promovisao razli¢itu ekspresiju velikog broja gena,
gde kod nezarazenih biljaka Si nije znacajno uticao na ekspresiju gena. Kada su biljke
napadnute od strane spoljnih agenasa indukovane su signalne kaskade, koje za posledicu
imaju ulazak proteina u nukleus gde reguliSu transkripciju ciljnih gena. Silicijum u ¢vrstoj
formi je inertan i ne moZe uticati na biohemiju i molekularnu biologiju biljke; samo Si u
rastvorljivom obliku (ortoslicijumska kiselina) moZe ostvariti takav uticaj (Chérif et al.,
1992). Silicijumska kiselina, ne moze uticati na metabolizam samim svojim prisustvom,
ve¢ ona najverovatnije u biljci postaje ligand nekog metabolita. Tako, postoje brojni dokazi
da mnoga organska jedinjenja i kompleksi poseduju afinitet prema Si (Kinrade et al., 1999;
Balec et al., 2005).

Kada je u pitanju abiotski stres, najveéi napredak zadnjih godina nacinjen je u
rasvetljavanju mehanizama putem kojih Si posreduje u ublazavanju toksi¢nosti metala kao
Sto su Al (aluminijum), Mn, Cd (kadmijum) i Zn, kod visSih biljaka (Song et al., 2009,
2011; Frantz et al., 2011; Prabagar et al., 2011; Dragisic Maksimovic et al., 2012). Tako je
poznato da Si svoju zaStitnu ulogu od toksi¢nosti metala ostavaruje: (a) imobilizacijom
toksicnih metala u rizosferi i apoplastu korena; (b) kompleksiranjem ili koprecipitacijom
toksi¢nih metalnih jona u biljci; (c) kompartmentacijom metala u biljci; i d) stimulacijom
antioksidativnih sistema u biljci. Takode, zadnjih godina pojavili su se prvi dokazi da Si
moze uticati na ekspresiju odredenih transportera u uslovima stresa toksi¢nosti razlic¢itih

mineralnih elemenata (Tabela 1.). Medutim, podaci o znacaju ishrane biljaka Si u stresu
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nedostatka razlicitih hraniva, a posebno mikroelemenata veoma su oskudni (Liang et al.,
2015). Skorije je, po prvi put, eksperimentalno pokazano da su dodavanjem Si delimi¢no ili
u potpunosti eliminisani simptomi nedostatka Fe (hloroza) kod dikotiledonih biljaka
(strategija I) (Gonzalo et al., 2013; Pavlovic et al., 2013; Bityutskii et al., 2014), ali do sada

mehanizam delovanja Si u uslovima stresa nedostatka Fe kod biljaka nije bio poznat.

Tabela 1. Dokazi o uticaju Si na ekspresiju pojedinih gena u uslovima strasa toksi¢nosti
mineralnih elementa

Stres Biljna Gen za Lokalizacija/funkcija/obrazac Reference
toksi¢nosti  vrsta transporter ekspresije

Koren/transport Mn/smanjena

Mn Pirina¢ Nramp5 ekspresija pod uticajem Si Che et al. (2016)
Cu Arabidopsis COPT1, HMA5 Koren/ transport C_:u/ smanjena Li et al. (2008)
ekspresija pod uticajem Si
Koren/ transport Kim et al
Cd/Cu Pirina¢ HMA2, HMA3  metala/smanjena ekspresija pod '
S . (2014)
uticajem Si
B Jecam BOR1, PIP1, Koren/ transport B/povecana Ackay et Erkan
PIP1;1 ekspresija pod uticajem Si (2016)

1.7 Silicijum u zemljistu

Silicijum je drugi po zastupljenosti element u Zemljinoj kori (posle O,) i glavni je
konstituent vecine zemljista (Epstein, 1999). Javlja se u vidu minerala u formi primarnih
(npr. pesak) i sekundarnih (minerali gline) silikata. Pored toga, u zemljistu se mogu naci
razli¢ite amorfne forme neorganskih i biogenih silikata (Cornelis et al., 2011). Svi ovi
oblici Si prolaze kroz fizicke i hemijske promene pod dejstvom atmosferilija, $to dovodi do
oslobadanja Si u zemlji$ni rastvor odkle dospeva u vodotokove i okeane (Guntzer et al.,
2012). Monosilicijumska Kiselina (orto oblik) je slaba kiselina (pKal = 9.83 i pKa2 =
13.17) i predstavlja rastvorljivi oblik Si u zemljiSnom rastvoru. Obi¢no se nalazi u vidu

nenaelektrisanog monomernog molekula (HsSiO,”) u opsegu pH od 2 do 9, ili u

21



Uvod

jonizovanom obliku (HsSiOs/H,Si0*) na pH vrednostima veé¢im od 9.0 (Knight et
Kinrade, 2001). Stoga, imaju¢i u vidu da je pH vrednost veéine zemljista ispod 9.0,
nedisosovana silicijumska kiselina je najces¢i oblik Si u zemljistu sa koncentracijama koje
variraju izmedu 0.1 i 0.6 mM (Epstein, 1999). Koncentracija Si u zemljiStu zavisi najvise
od rastvaranja jedinjenja koja sadrze Si kao 1 od reakcija sorpcije izmedu rastvorljivog Si i
sastavnih delova zamljisnih cestica (Wickramasinghe et Rowell 2006). Silicijum se moze
adsorbovati putem razmene liganada za okside i hidrokside Fe i Al, a mogu biti i u
kompeticiji za sorpciona mesta sa drugim anjonima na povrsini minerala. Takode, Si moZe
kompleksirati i sa teSkim metalima, ali retko formira komplekse sa rastvorenom organskom
materijom (Cornelis et al., 2011). Prema tome, uprkos zastupljenosti Si u zemljiStu,
kolicina rastvorljivog Si koji je dostupan biljkama za usvajanje moze biti ograni¢en

(Pontigo et al., 2015).

1.8 Usvajanje i transport silicijuma kod vaskularnih biljaka

lako sve kopnene biljke sadrze odredenu koli¢inu Si u svojim tkivima, koncentracija
Si u izdancima znacajno varira medu biljnim vrstama (od 0.1 do 10 % Si suve mase),
pokazujuéi izuzetno nejednaku zastupljenost u biljnom carstvu (Epstein, 1999 ; Ma et al.,
2001; Richmond et Sussman, 2003). U izrazite akumulatore Si spadaju, na primer,
Bryophyta, Lycopsida i Equisetopsida iz grupe Pteridophyta, dok se Si akumulira slabije
kod Filicopsida iz grupe Pteridophyta, Gymnospermae i vecina pripadnika grupe
Angiospermae (Ma et al., 2001; Ma et Takahashi, 2002; Liang et al., 2015). Kod visih
biljaka (Angiospermae), samo nekoliko taksona pokazuje visoku (>4 % Si; Cyperaceae,
Poaceae i Balsaminaceae) do srednju (2-4 % Si; Cucurbitales, Urticales i Commelinaceae)
akumulaciju Si (Ma et Takahashi, 2002; Hodson et al., 2005; Liang et al., 2015).

Usvajanje Si kod vaskularnih biljaka predstavlja veoma slozen proces koji karakterise
selektivnost transporta i akumulacije Si u odredenim tkivima, $to se moze razlikovati kako
izmedu vrsta tako 1 u okviru iste vrste. Ukratko, kada silicijumska kiselina dospe u ¢elije

korena, transportuje se od celija korteksa do stele. Potom, Si dospeva u ksilem i translocira
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se u nadzemni deo biljke (Slika 4; Ma et Yamaji 2006). Tu se koncentruje zbog gubitka
vode kao posledice procesa transpiracije i transformise u amorfni Si (SiO,—nH,0) putem
polimerizacije Si (Ma et Yamaji 2006). Stoga, amorfni Si (opal) se ve¢inom akumulira u
¢elijskom zidu listova, stabala i ljuski (Prychid et al., 2004; Ma et Yamaji 2006). Silicijum
takode moze biti deponovan u ¢elijama korena, krtola i cvasti velikog broja biljnih vrsta
(Hodson et Sangster, 1989; Lux et al., 1999; Chandler-Ezell et al., 2006). Postoje indicije
da Si moze da interaguje sa komponentama cCelijskog zida kao $to su polisaharidi, lignini ili
proteini, ali priroda ove asocijacije jo$ nije dovoljno razjasnjena (Currie et Perry, 2007).
Dobro je poznato da se mineralni elementi mogu transportovati kroz korenov sistem kako
posredstvom pasivnog (nezavisnog od energije), tako i putem aktivnog (zavisnog od
energije) transporta, koji se deSava niz i nasuprot elektrohemijskom gradijentu
koncentracije. Tako su tri razliita naCina usvajanja Si zasluzna za postojanje visokih,
srednjih i niskih koncentracija Si kod razlicitih vrsta biljaka (Takahashi et al., 1990). Biljke
koje poseduju mehanizam za usvajanje Si zavistan od energije pokazuju znaajno
smanjenje koncentracije Si u hranljivom rastvoru, dok kod biljaka kod kojih je usvajanje Si
posredovano transportnim sistemom nezavisnim od energije, nema znacajnijih promena.
Nasuprot tome, kod biljaka koje su ekskluderi Si (aktivno izbacuju Si iz ¢elija korena)
dolazi do povecanja koncentracije Si u rastvoru. Vecina monokotila, kao npr. pirina¢
(Oryza sativa) (Takahashi et al., 1990; Tamai et Ma, 2003), pSenica (Triticum aestivum)
(Van der Vorm, 1980; Jarvis, 1987; Rains et al., 2006), raz (Lolium perenne) (Jarvis 1987;
Nanayakkara et al., 2008) i jecam (Hordeum vulgare) (Liang et al., 2006; Nikolic et al.,
2007) i neke Cyperaceae, usvajaju vece koli¢ine Si u odnosu na druge biljke, Sto ukazuje na
postojanje aktivnog transportnog sistema. Nasuprot, ve¢ina dikotila usvaja manje Si prateéi
gradijent koncentracije (Takahashi et al., 1990). Medutim, postoje odredene vrste dikotila,
kao Sto je krastavac, koje usvajaju Si efikasnije (Liang et al., 2005), dok paradajz (Solanum
lycopersicum) (Nikolic et al., 2007) i grasak (Phaseolus vulgaris) (Liang et al., 2005) slabo
usvajaju Si ili ga ¢ak izbacuju iz korena (ekskluderi).

Medu dikotilama, krastavac je vrsta koja akumulira Si u izdanku u mnogo veéem
stepenu od drugih vrsta (Wiese et al., 2007 ). Koncentracija Si u listovima krastavca se
kre¢e u opsegu od 1.8-2.9 % (Miyake et Takahashi 1983a, b; Wiese et al., 2007 ), i
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koncentracija Si u ksilemskom soku je nekoliko puta veéa nego u spoljasnjem rastvoru,
nezavisno od spoljasnjeg izvora Si (Liang et al., 2005 ). Liang et al., (2005) su prvi ukazali
na to da je usvajanje Si kod krastavca metabolicki aktivan proces nezavistan od
koncentracije, snaZzno inhibiran niskim temperaturama i metaboli¢kim inhibitorima. ViSe od
polovine Si usvojenog korenom biva translocirano u nadzemni deo krastavca (Nikolic et
al., 2007). Takode, pokazano je da kinetika usvajanja Si kod krastavca sledi tipi¢nu
Mihelis-Mentenovu krivu, ali sa zna¢ajno nizom vrednosti za Vmax u odnosu na pirinaé
(Mitani et al., 2005; Nikolic et al., 2007). Nedavno su Sun et al. (2017) izolovali i
okarakterisali CsLsil (eng. low silicon 1), gen koji kodira transporter Si kod krastavca.
Autori su pokazali da CsLsil predstavlja influks transporter za Si, lokalizovan na plazma
membrani, na distalnoj strani endodermisa 1 celija korteksa vrhova korena i korenskih
dlacica koje ih okruzuju, i da je ekspresija ovog gena suprimirana egzogenim dodavanjem

Si.

Pirinaé Jeéam/kukuruz

LIST
Ksilem

Parenhim
ksilema

Parenhim
ksilema

-
Slifikovani 4

1nopiz 14shja2
IUBAOHYIIIS
celiski zidovi

l Epidermis

Si(OH),

Legenda:
(I Influks Si transporteri <{JJ Eflu sSitransporter ¢ Kretanje Si u apoplastu «--—- Kretanje Si u simplastu

Slika 4. Pojednostavljen shematski prikaz usvajanja i punjenja ksilema Si u korenu i
njegovo praznjenje iz ksilema u listu sa Si transporterima koji su ukljuceni u te procese
(modifikovano prema Ma et Yamaji, 2015).
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Kada su u pitanju transporteri za Si klju€eni u proces usvajanja i translokacije Si kod
visih biljaka, do sada su identifikovana dva tipa (influks i efluks) Si transportera.
Transporteri odgovorni za usvajanje Si putem korena (Lsil i Lsi2) identifikovani su kod
nekoliko vrsta monokotila i1 dikotola, dok je influks transporter, Lsi6, uklju¢en u praznjenje
Si iz ksilema identifikovan kod Gramineae (Liang et al., 2015).

Lsil je influks transporter odgovoran za transport Si iz zemljiSnog rastvora u Celije
korena (Slika 4.), a gen koji ga kodira, Lsil, prvi put je identifikovan kod pirin¢a (OsLsiZ;
Ma et al., 2006). Ovaj gen je kloniran upotrebom mutanta pirinca (Isil; low silicon 1) koji
nema sposobnost aktivnog transporta Si (Ma et al., 2002). Lsil gen je takode identifikovan
kod je¢ma (HvLsil) (Chiba et al., 2009), kukuruza (Zea mays; ZmLsil) (Mitani et al.,
2009a), pSenice (TaLsil) (Montpetit et al., 2012) i bundeve (Cucurbita moschata; CmLsil)
(Mitani et al., 2011a). HvLsil je¢éma, ZmLsil kukuruza i TsLsil pSenice pokazuju visoki
stepen homologije sa OsLsil pirinca (Ma et al., 2011; Montpetit et al., 2012). OsLsil i
njegovi homolozi pripadaju NIP3 (eng. noduline-26 major intrinsic protein 3) familiji
proteina, potfamiliji biljnih akvaporina (Ma et Yamaji, 2008). Nedavno su identifikovani,
okarakterisani i klonirani geni GmNIP2-1 i GmNIP2-2 iz soje (Glycine max), koji kodiraju
influks trensportere za Si iz potfamilije NIP2 akvaporina (Deshmukh et al., 2013). OsLsil
je konstitutivno eksprimiran u korenu i njegova ekspresija se smanjuje sa dodatkom Si (Ma
et al.,, 2006). OsLsil transporter je lokalizovan na distalnoj strani plazma membrane
egzodermisa i endodermisa, gde Kasparijeva traka sprecava trensport putem apoplasta u
centralni cilindar korena (Yamaji et Ma, 2007). HvLsil i ZmLsil su lokalizovani u
epidermalnim, hipodermalnim i kortikalnim ¢elijama, i snabdevenost Si ne uti¢e na nivo
njihove ekspresije (Chiba et al., 2009; Mitani et al., 2009b). lako TaLsil i dalje nije
okarakterisan u istoj meri kao OsLsil, pretpostavlja se da TaLsil takode funkcioniSe kao
influks transporter Si kod pSenice (Montpetit et al.,, 2012). Za razliku od OsLsil
transportera, CmLsil bundeve je lokalizovan na svim celijama korena, slicno kao kod
jec¢ma i kukuruza (Ma et al., 2006; Chiba et al., 2009; Mitani et al., 2009b). Takode, za
razliku od Lsil pirinéa, je¢ma i kukuruza, CmLsil ne pokazuje polarizovanu lokalizaciju

(Mitani et al., 2011). Nasuprot tome, GmNIP2-1 soje je eksprimiran i u korenu i u izdanku,
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ali je slicno kao i kod drugih vrsta njegova ekspresija smanjena sa dodavanjem Si
(Deshmukh et al., 2013).

Lsi2 pirin¢a (OsLsi2), koji je kloniran upotrebom novog mutanta pirinc¢a (Isi2; low
silicon 2) defektnog u usvajanju Si, je takode prvi gen za efluks transporter Si koji je
identifikovan kod viSih biljaka (Ma et al., 2007). Lsi2 protein predstavlja anjonski kanal i
ne poseduje nikakvu sli¢nost sa Lsil (Yamaji et Ma, 2011). Za razliku od Lsil, Lsi2
predstavlja aktivni efluks transporter gde pogonsku silu ¢ini protonski gradijent
(H*/Si(OH), antiport), pomodu koje se silicijumska kiselina mozZe transportovati nasuprot
gradijentu koncentracije (Slika 4.). Obrazac ekspresije, kao i lokalizacija na nivou tkiva i
¢elije OsLsi2 isti su kao kod OsLsil (Yamaji et Ma, 2011). Kao Lsil, Lsi2 je takode
lokalizovan na plazma membrani egzodermalnih i endodermalnih ¢elija korena, ali
nasuprot Lsil, lokalizovan je na njihovoj proksimalnoj strani (Yamaji et Ma, 2011).
Homolozi OsLsi2 pirinca, efluks transporteri Si kod je¢ma (HvLsi2) i kukuruza (ZmLsi2)
takode pokazuju slican obrazac ekspresije kao OsLsi2 (Mitani et al., 2009a). Ekspresija
Lsi2 kod sve tri gore pomenute vrste se smanjuje dodavanjem Si (Ma et al., 2007). Za
razliku od OsLsi2, HvLSi2 i ZmLsi2 su ograni¢eni na endodermis i ne pokazuju polarnost u
lokalizaciji (Ma et al., 2011). Dva efluks transportera Si (CmLsi2-1 i CmLsi2-2) su takode
izolovana iz dva razlicita kultivara bundeve koris¢ena kao podloge za dobijanje krastavca
sa ili bez cveta (Mitani-Ueno et al., 2011). CmLsi2-1 i CmLsi2-2 se ponaSaju kao efluks
transporteri Si i eksprimirani su u korenu i u izdanku.

Nakon $to se transportuje u stelu posredstvom Lsil i Lsi2, Si se translocira u izdanak
pomocu toka transpiracije kroz ksilem (Slika 4.). Vise od 90% Si koji se usvoji korenom
biva translocirano u izdanak (Ma et Takahashi, 2002), iako odredena koli¢ina Si moze biti
deponovana u ¢elijskom zidu ksilemskih sudova (Balasta et al., 1989), §to mozZe spreciti
kompresiju sudova kada je stopa transpiracije visoka (Raven, 1983). Koncentracija Si u
ksilemskom soku biljnih vrsta akumulatora Si moze biti i nekoliko puta veca od kriticne
koncentracije za polimerizaciju silicijumske kiseline in vitro, medutim, tako visoke
koncentracije su prisutne samo u prolazu bez sklonosti ka polimerizaciji (Mitani et al.,
2005).
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Konacno, pre nego Sto se deponuje na celijskom zidu epidermisa, Si se mora
transportovati van ksilema putem specificnog Lsi6 transportera (Slika 4.). Ovaj protein je
odgovoran za transport silicijumske kiseline iz ksilema u parenhumske celije koje ga
okruzuju (praznjenje ksilema), na taj nacin uticuci na kasniju distribuciju Si u izdanku. Gen
koji kodira Lsi6 transporter je okarakterisan kod pirin¢a (OsLsi6) (Yamaji et al., 2008),
jec¢ma (HvLsi6) (Yamaji et al., 2012) i kukuruza (ZmLsi6) (Mitani et al., 2009a). OsLsi6
pirinca je influks transporter Si i homolog Lsil (Yamaji et al., 2008). Kao i OsLsi6, njegovi
homolozi ZmLsi6 i HvLsi6 koji su takode eksprimirani u korenu i u izdanku, pokazuju
polarizovanu lokalizaciju u parenhimskim ¢elijama ksilema koje okruzuju sudove kako u
lisnom rukavcu tako i u lisnoj drsci (Mitani et al., 2009b; Yamaji et al., 2012). Medutim,
nasuprot OsLsi6 ¢ija se ekspresija smanjuje sa dodatkom Si (Yamaji et al., 2008), obrazac
ekspresije ZmLsi6 i HvLsi6 nije pod uticajem snabdevenosti Si (Mitani et al., 2009a;
Yamaji et al., 2012).
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2 Ciljevi istrazivanja

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je razjaSnjavanje uloge Si u ublaZavanju
stresa izazvanog nedostatkom Fe kod krastavca, kao model biljke strategije I, sa stanovista
fizioloskih i molekularnih mehanizama koji su ukljuceni u skladistenje i mobilizaciju Fe u
apoplastu korena, njegovo usvajanje simplastom, kao i na dalju translokaciju ksilemom i

redistribuciju Fe u nadzemnom delu biljke putem floema.
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3 Materijal i metode

3.1 Biljni materijal i uslovi gajenja

Sterilisano seme krastavca (Cucumis sativus L. cv. Kineski dugi i cv. Semkross) je
nakon potapanja u 1 mM CaSO, tokom no¢i, naklijavano izmedu dva lista filter papira
nakvaSena zasi¢enim rastvorom CaSOQ,. Klijanci krastavca stari Cetiri dana su zatim
prebaceni u hranljivi rastvor (Cetiri biljke po plastichnom sudu zapremine 2.5 1) koji je
sadrzao (u mM): K;SQ4, 0.1 KCI, 2.0 Ca(NOs),, 0.5 MgSQ,, 0.1 KH,POy, i (U uM): 0.5
MnSQOy4, 0.5 ZnSO4, 0.2 CuSO,, 0.01 (NH4)sM07024, 10 H3BOs. Fe je obezbedeno u vidu
Fe'"EDTA u razli¢itim koncentracijama, osim ako nije drugacije naglaSeno. Si, ukoliko je
primenjen, nalazio se u obliku Si(OH), (silicijumske kiseline) u koncentraciji 1.5 mM.
Rastvor silicijumske kiseline sveze je pripreman dnevno, propustanjem Na,SiOs (“te¢no
staklo) kroz plasti¢nu kolonu ispunjenu smolom za razmenu katjona (Amberlite IR-120,
H* form; Fluka, Buchs SG, Switzerland). Amberlite IR-120 takode poseduje sposobnost
uklanjanja jonskih oblika Fe (Schmid et Gerloff, 1961) iz Na,SiO3 sprecavajuci tako svaku
mogucu kontaminaciju hranljivog rastvora Fe. Koncentracija rastvorljivog Si u hranljivom
rastvoru (svakodnevno proveravana) nalazila se u opsegu 1.3-1.5 mM.

Biljke su gajene u kontrolisanim uslovima sredine u klima komori sa fotoperiodom
0d16 h : 8 h (svetlost : mrak) i temperaturnim reZzimom od 24°C : 20°C, gustine fluksa

fotona 250 umol m s na visini biljke, i relativnoj vlaznosti vazduha od 70%.
3.2 Eksperiment 1: Interakcija Si i Fe u ishrani biljaka

Prvi set eksperimenata je sproveden kako bi se izu€io uticaj ishrane Si na pojedine
opste fizioloSke parametre, kao i na adaptivne mehanizme korena biljaka strategije | u

uslovima normalne snabdevenosti Fe i u uslovima nedostatka Fe.
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3.2.1 Dizajn eksperimenta

Biljke su podvrgnute pretretmanu tokom 7 dana u hranljivom rastvoru sa dodatkom
1 uM Fe, a potom su gajene jo$ 7 dana ili u hranljivom rastvoru sa dodatkom 50 uM Fe
(+Fe) ili bez dodatog Fe (-Fe), bez (-Si) ili sa dodatkom (+Si) Si. pH vrednost hranljivog
rastvora je podeSena na 6.0 i svakodnevno kontrolisana. Hranljivi rastvori su u potpunosti
obnavljani svakog drugog dana, i vrSena je kontinuirana aeracija.

Pri uzorkovanju, Fe iz apoplasta korena je uklonjeno prema dole opisanoj metodi,
nakon ¢ega su biljke podeljene na dva dela, koren i izdanak. Nakon suSenja tokom 48 h na
70°C, izmerena je suva biomasa korena i izdanka i materijal je usitnjen pomoc¢u mlina. Za
biohemijske 1 molekularne analize koriS¢en je svez biljni materijal trenutno smrznut u
te¢nom N i sprasen u avanu.

U ovom eksperimentu praceni su slede¢i parametri: sadrzaj hlorofila, parametri
rasta (suva biomasa korena i izdanka), pojava odredenih vizuelnih simptoma (interkostalna
hloroza na mladim listovima i morfoloSke adaptacije korena) i koncentracija Fe i Si u
korenu i listu. Pored toga, uradena je analiza ekspresije gena ukljuc¢enih u akviziciju Fe kod
biljaka strategije | (HA1, FRO2 i IRT1), izmeren je kapacitet korena za redukciju Fe'

(aktivnost enzima FRO), kao i stopa usvajanja i stopa translokacije >'Fe.

3.3 Eksperiment 2: Uticaj Si na usvajanje Fe na nivou korena

na biljke krastavca u uslovima nedostatka Fe

3.3.1 Vremenska dinamika fiziolo$kih ¢inilaca masSinerije za usvajanje Fe

biljaka strategije |

Dati set eksperimenata je sproveden radi proucavanje dinamike u vremenu znac¢ajnih

fizioloskih markera u fizioloSkom odgovoru biljaka strategije | na deficit Fe, kako bi se
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dalje rasvetlili mehanizmi koji leze u osnovi blagotvornog efekta Si na stres izazvan

nedostatkom Fe kod krastavca.

3.3.1.1 Dizajn eksperimenta

Biljke su gajene u prekulturi tokom sedam dana sa dodatkom 10 uM Fe, u =Si ili
+Si hranljivom rastvoru. Nakon prekulture, biljke su gajene dodatnih sedam dana u -Si i
+Si hranljivih rastvora, ali bez dodatka Fe. pH vrednost hranljivog rastvora je podeSena na
6.0 i svakodnevno kontrolisana. Hranljivi rastvori su u potpunosti obnavljani svakog
drugog dana i vrSena je kontinuirana aeracija.

Pri uzorkovanju biljke su podeljene na dva dela, koren i izdanak. Nakon suSenja
tokom 48 h na 70°C, izmerena je suva biomasa korena i izdanka i materijal je usitnjen
pomoc¢u mlina. Materijal namenjen za biohemijske i molekularne analize trenutno je
smrznut u teénom N> i ¢uvan na —-80°C.

Radi izucavanja sposobnosti mobilizacije Fe iz rizosfere 1 apoplasta korena
izmerena je koncentracija Fe u apoplastu korena, kao i koncentracija organskih kiselina
(citrata i malata), fenolnih jedinjenja (katehini i galna kiselina) i riboflavina, kao
potencijalnih Fe mobiliziraju¢ih/redukuju¢ih komponenti. Takode, pracena je i ekspresija
gena iz relevantnih biosintetskih puteva: ICD (kodira za izocitrat dehidrogenazu) i MDH
(koji kodira za malat dehidrogenazu) iz Krebsovog ciklusa, PEPC (kodira za
fosfoenolpiruvat karboksilazu), SK (kodira za Sikimat kinazu) iz Sikimatskog puta i PAL
(kodira za fenilalanin amoniumliazu) iz fenilpropanoidnog puta. Pra¢ena je i dinamika
parametara komponenti masinerije za akviziciju Fe: aktivnost enzima FRO, kao 1 ekspresija
FROZ2, IRT1, HAL. Translokacija Fe putem ksilema u nadzemni deo biljke ispracena je

merenjem koncentracije Fe i citrata u ksilemskom soku.
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3.3.2 Uticaj Si na usvajanje Fe iz slabo rastvorljivog Fe''hidroksida

Dati set eksperimenata je imao za cilj da dalje potvrdi povecani kapacitet korena

krastavca da mobiliSe Fe biljaka koje su tretirane Si.
3.3.2.1 Dizajn eksperimenta

Biljke su gajene u prekulturi u hranljivom rastvoru bez Fe i Si tokom sedam dana, a
zatim su prebadene u =Si ili +Si hranljivi rastvor sa dodatkom 1 uM Fe u vidu Fe"'EDTA
(kontrola, rastvorljivi izvor Fe) ili Fe(OH)s. FeCls; je konvertovan u Fe(OH); dodatkom 1
mM KOH, uz meSanje tokom 30 min. Kako bi se umanjio uticaj zakiSeljavanja povrsine
korena na usvajanje Fe, pH hranljivog rastvora je podeSen na 6.5 i odrZzavan konstantnim
dodavanjem CaCO3 (10 mg I™%). Biljke su uzorkovane 10-og dana tretmana. Hranljivi
rastvori su u potpunosti obnavljani svakog drugog dana i vrSena je kontinuirana aeracija.

Pri uzorkovanju biljke su podeljene na dva dela, koren i izdanak. Nakon susSenja
tokom 48 h na 70°C, izmerena je suva biomasa korena i izdanka i materijal je usitnjen
pomocu mlina.

U ovom eksperimentu izmereni su slede¢i parametri: suvabiomasa korena i izdanka,
sadrzaj hlorofila. Ukupna koli¢ina usvojenog Fe je izraCunata kao zbir koli¢ina Fe u

simplastu korena (nakon uklanjanja Fe iz apoplasta korena) i koli¢ina Fe u izdanku.
3.3.3 Uticaj Si na sintezu organskih kiselina u listu krastavca

Dati set eksperimenata sproveden je kako bi se istrazio efekat Si na sintezu
organskih kiselina u litovima krastavca, koje mogu imati ulogu u translokaciji i distribuciji

Fe ka apikalnim delovima izdanka.
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3.3.3.1 Dizajn eksperimenta

Biljke su gajene dve nedelje u hranljivom rastvoru sa 10 uM Fe'"EDTA ili bez Fe,
bez (-Si) ili sa dodatkom Si (+Si). pH vrednost hranljivog rastvora je podeSena na 6.0 i
svakodnevno kontrolisana. Hranljivi rastvori su u potpunosti obnavljani svakog drugog
dana i vrSena je kontinuirana aeracija.

Nakon 14 dana, sveZe tkivo lista je spraseno u avanu pomocu te¢nog Nz i izvrSena je
ekstrakcija organskih kiselina prema metodi opisanoj u daljem tekstu.

U ovom eksperimentu izmerena je koncentracija citrata, malata, fumarata, oksalata i

sukcinata u listu.

3.4 Eksperiment 4: Uticaj Si na remobilizaciju Fe u listovima

krastavca u uslovima nedostatka Fe

Cetvrti set eksperimenata je imao za cilj da istrazi mehanizme remobilizacije Fe iz
starijih listova i njegovu naknadnu retranslokaciju u mlade listove posredovane Si kod

biljaka gajenih u uslovima nedostatka Fe.

3.4.1 Dizajn eksperimenta

Nakon sedam dana prekulture u -Fe hranljivom rastvoru, uklonjeni su kotiledoni i

"_EDTA, obogaéenim °'Fe ili sa

biljke su prebacene u hranljivi rastvor sa 10 uM Fe
prirodnom zastupljenosti izotopa (ovde oznacen kao Fe). Nakon tri dana, Fe je ponovo
uklonjeno iz hranljivog rastvora i biljke su gajene narednih 11 dana u hranljivom rastvoru
bez Fe, bez ili sa dodatkom Si. Prvi zeleni list (LO), potpuno formiran tokom prekulture, je
uklonjen u trenutku isklju¢ivanja Fe iz hranljivog rastvora (Slika 5.). Pored toga, kako bi se

minimalizovala mobilizacija Fe iz apoplasta korena i naknadna enzimska Fe™ redukcija

koja prethodi usvajanju Fe**, pH vrednost hranljivog rastvora je odrZavana na 7.0 pomoéu
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CaCO3 kao pufera i svakodnevno je proveravana. Hranljivi rastvori su u potpunosti
obnavljani na svaka dva dana i vrSena je kontinuirana aeracija.

Pri uzorkovanju, uklonjeno je Fe iz apoplasta prema metodi opisanoj u daljem
tekstu. Potom, biljke su podeljene na sledece delove: koren, stablo (zajedno sa lisnim
drSkama 1 centralnim nervom) i listove (lisne ploce bez centralnog nerva) uzorkovane na
Cetiri razli¢ite pozicije (od baze do najmladeg lista): L1 (razvijen tokom tri dana tretmana
sa Fe), L2, L3 i L4 (ukljucujuci apeks). Nakon suSenja tokom 48 h na 70°C, izmerena je
suva biomasa i materijal je spraSen pomocu mlina. Za analizu NA i molekularne analize

koris¢en je sveZz biljni materijal trenutno smrznut u tecnom N> i sprasen u avanu.

Apx Apx

L1 L1
N hloroti¢an) . (ozelenjavanje)

4
v

FRO
Buffered

Kotiledoni
Puferovano
(pH =7.0)

(pPH=>7.0) _Sj +Si
Fl
-Fe S’Fe-EDTA -Fe / = Ksilom
(7 dana) ——— > (3 dana) (11 dana) < Fe

Slika 5. Shematski prikaz postavke eksperimenta remobilizacije Fe i kretanja Fe kroz biljku

U ovom eksperimentu izmerena je suva biomasa korena, stabla i listova. Mineralna
analiza obuhvatala je odredivanje koncentracije Si u korenu, stablu i listovima, kao i
sadrZzaj Fe u korenu (apoplast + simplast), stablu i listovima. Pracena je koncentracija Fe u
ksilemskom soku u nekoliko vremenskuh tacaka tokom eksperimenta. Pomocu izmerenih
vrednosti sadrzaja °’Fe, izratunata je relativna distribucija >'Fe u listovima na razligitim
pozicijama (L1-L4). Takode, utvrden je sadrzaj hlorofila i koncentracija Fe u listovima na
razli¢itim pozicijama (L1-L4). lzmerena je koncentracija NA i ispitana je i relativna
ekspresija dva gena koja kodiraju za NA, NAS1 i NAS4, kao i dva gena koja kodiraju za Fe-
NA transportere, YSL1 i YSL3, u listovima na razli¢itim pozicijama (L1-L4). Dodatno je
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merena i ekspresija gena NRAMP1 koji kodira transporter redukovanog Fe’* (FRO
enzimom i/ili fotohemijski) iz apoplast u simplast lista, odnosno za praznjenje ksilema.

Ispitivanje uticaja pH vrednosti hranljivog rastvora (- /+CaCO3) na koli¢inu Fe u
apoplastu korena izvrseno je tako Sto su biljke gajene u hranljivom rastvoru bez Fe tokom
sedam dana, a zatim je u hranljivi rastvor dodato 10 uM Fe tokom tri dana, naokon ¢ega su
biljke prebacene u hranljivi rastvor bez Fe, nepuferovan (pH < 5.0) ili puferovan sa CaCO3,
(0.2 g I-1; pH >7.0) bez ili sa dodatkom Si. Nakon 11 dana izmeren je sadrzaj Fe u
apoplastu biljaka prema metodi opisanoj u daljem tekstu.

Kako bi se ispitao uticaj CaCO3 na normalan rast krastavca, biljke su gajene
hranljivom rastvoru bez Fe tokom sedam dana, a zatim je u hranljivi rastvor dodato 10 uM
Fe tokom tri dana naokon ¢ega su biljke prebacene u hranljivi rastvor bez Fe tokom 11 dana
(-Fe). Kontrolne biljke su snabdevane 10 pM Fe tokom (¢itavog trajanja eksperimenta
(+Fe). Odrzavana je visoka pH (> 7.0) dodavanjem 0.2 g I* CaCO3. Po zavrdetku
eksperimenta biljke su podeljene na koren i nadzemni deo i, nakon susenja tokom 48 h na

70 °C, izmerena je suva biomasa uzoraka.

3.5 Odredivanje hlorofila

Sadrzaj hlorofila je izmeren nedestruktivno, upotrebom prenosivog uredaja za merenje
hlorofila SPAD-502 (Spectral Plant Analysis Diagnostic; Minolta Camera Co., Osaka,
Japan).

3.6 Sakupljanje ksilemskog soka

Ksilemski sok je sakupljen eksudacijom nakon dekapitovanja biljaka 2 cm iznad baze
korena. Meka silikonska creva su pri¢vrsé¢ena preko dekapitovanog stabla i ksilemski sok je
sakupljan pomoc¢u mikropipete tokom 1 h, nakon odbacivanja eksudata sakupljenih tokom

prvih par minuta.
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3.7 Odredivanje Fe u apoplastu korena

Nakon ispiranja u rastvoru 05mM CaSO, 1+ 5 mM MES [(2-(N-
morfolino)etansulfonska kiselina] tokom 10 minuta, intaktni korenovi svake biljke su
prebaceni u inkubacioni rastvor koji je sadrzao 5 mM MES (pH 5.5), 0.5mM CaSQO, i 1.5m
M 2.2'-bipiridil, a zatim inkubirani 10 minuta u redukuju¢im uslovima dodavanjem 0.5g
Na-ditionita u ¢vrstom stanju i kontinuiranim uduvavanjem N, u inkubacioni rastvor. Tako
redukovano, Fe iz apoplsta je uklonjeno formiranjem crvenog kompleksa Fe'(bipiridil)s i
izmereno spektrofotometrijski, merenjem apsorbance na 520 nm i primenom ekstinkcionog
koeficijenta od 8.65 mM™ (Bienfait et al., 1985).

3.8 Odredivanje Fe u biljnim tkivima

Suvi biljni materijal (0.2 g) je digeriran u 3 ml koncentrovane HNO3 + 2 ml H,0,
tokom 1 h u mikrotalasnoj pe¢nici (Speedwave MWS-3+; Berghof Products + Instruments
GmbH, Eningen, Germany). Uzorci su zatim prebaceni u normalne sudove zapremine 25
ml i zapremina uzorka je podeSena do 25 ml upotrebom dejonizovane H,O. Fe je izmereno
induktivno spregnutom plazmom opticki emisionom spektroskopijom (ICP-OES, Spectro-

Genesis EOP II; Spectro Analytical Instruments GmbH, Kleve, Germany).

3.9 Odredivanje Fe u ksilemskom soku

Koncentracije Fe u sveze sakupljenom ksilemskom soku izmerena je primenom ICP-

OES odmah nakon §to su uzorci razblazeni 10 puta (v/v) sa 1M HNO:s.
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3.10 Odredivanje Si u biljnim tkivima

Suvi biljni materijal (0.2 g) je digeriran u mikrotalasnoj pe¢nici u 3 ml koncentrovane
HNO; + 2 ml H,0, tokom 1 h. Uzorci su razblazeni sa 15 ml dejonizovane H,O, prebaceni
u plastiéne normalne sudove zapremine 25 ml, dodat je 1 ml koncentrovane HF i ostavljeni
su da tako odstoje preko noci. Nakon dodavanja 2.5 ml 2% (w/v) H3BOs, zapremina u sudu
je podeSena do 25 ml upotrebom dejonizovane H,O; i Si je izmeran pomoéu ICP-OES,

nakon finalnog razblazenja uzorka u razmeri 1:100 (v/v) dejonizovanom H,O.

3.11 Odredivanje Si u hranljivom rastvoru

Rastvorljivi Si u hranljivom rastvoru je izmeren upotrebom ICP-OES odmah nakon

Sto je 1 ml alikvota razblaZzen 100 puta (v/v) dejonizovanom H20.

3.12 Odredivanje organskih Kiselina, fenolnih jedinjenja i

riboflavina u razlic¢itim biljnim tkivima i ksilemskom soku

Organske kiseline, fenolna jedinjenja i riboflavin su ekstrahovani iz svezeg tkiva
korena (vrhovi korenova duzine 0.5 - 1 cm, 0.1 g sveze mase). Takode, ekstrakcija
organskih kiselina i fenolnih jedinjenja izvrSena je iz tkiva lista (~0.1 g sveZe mase). Uzorci
su trenutno smrznuti u te¢nom N>, dobro samleveni i ekstrahovani u 1 ml rastvora metanola
I dejonizovane H,O (3:1, v/v). Organske kiseline iz ksilemskog soka ekstrahovane su
dodavanjem metanola (3:1, v/v). Pre analize, svi uzorci su profiltrirani kroz najlonske Spric
filtere sa promerom pora od 0.22 um (Phenomenex, Torrrance, CA, USA).

Razdvajanje organskih kiselina iz razli¢itih uzoraka vrSeno je na HPLC (te¢na
hromatografija pod visokim pritiskom) sistemu (Waters, Milford, MA, USA), koji se sastoji
od 1525 binarnih pumpi, termostata i 717+ autosemplera povezanog sa Waters 2996

detektorom diodnog polja (DAD; Waters) podesenog na 210 nm. Kori$¢ena je kolona za
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razmenu anjona, Aminex HPX-87H (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) dimenzija
300 x 7.8 mm sa H,SO, kao mobilnom fazom. Primenjeno je izokratsko ispiranje sa
protokom od 0.6 ml min™ na 40°C.

Fenolna jedinjenja 1 riboflavin iz razliCitih uzoraka su kvantifikovani primenom
HPLC/DAD analize na reverznim fazama. Uzorci su ubrizgani u Waters HPLC sistem sa
gore pomenutim specifikacijama. Razdvajanje fenolnih jedinjenja i riboflavina vrseno je na
Symmetry C-18 RP koloni dimenzija 125 x 4 mm sa Cesticama dijametra 5 pm (Waters)
povezanoj sa odgovaraju¢om zastitnom kolonom. Kori§éene su dve mobilne faze, A (0.1 %
fosforna kiselina) i B (acetonitril) sa protokom od 1 ml min? sa slede¢im profilom
gradijenta: prvih 20 min od 10% do 22% B; narednih 20 min sa linearnim pove¢anjem do
40%, praceno sa 5 min reverzije do 10% B i dodatnih 5 min vremena ekvilibracije.
Hromatogrami su snimljeni u 3D rezimu sa uzastopnim izdvajanjem kanala na specificnim
talasnim duzinama za dato fenolno jedinjenje (220 i 309 nm) i na 445 nm za riboflavin.

Pik za riboflavin je dalje potvrden primenom HPLC-MS analize na reverznim fazama
upotrebom Waters HPLC sistema povezanim sa EMD 1000 jednostrukim kvadrupolnim
detektorom sa ESI (eng. electrospray ionization) sondom (Waters). Razdvajanje riboflavina
je postignuto u istim uslovima kao Sto je prethodno opisano za fenolna jedinjenja, izuzev
upotrebe 0.1% mravlje umesto fosforne kiseline. Kako bi se dobio optimalni priliv mobilne
faze od 200 pl min? za ESI sondu, koris¢en je razdelnik protoka (ASI, Richmond, CA,
USA) sa deljenjem u odnosu 5:1. Za LC-MS analizu, signali za svako jedinjenje su
detektovani na pozitivnom ESI snimku (od 100 do 600 m/z) i SIR rezimu (377 m/z) sa
slede¢im parametrima: napon kapilare 3.0 kV, konusni napon 40 V, napon ekstraktora i RF
so¢iva od 3.0 odnosno 0.2 V. Izvorna i temperatura desolvatacije bile su 120°C odnosno
400°C, sa protokom N, od 600 h™.

Detektovani  metaboliti su locirani 1 identifikovani na odgovaraju¢im
hromatogramima kroz poredenje standarda (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) sa
autenti¢nim uzorcima, kombinovanjem njihovih retencionih vremena i UV spektara
dobijenih pomocu DAD. Kalibracione krive su dobijene ubrizgavanjem razli¢itih
zapremina stok rastvora u opsegu koncentracija dobijenih za svako jedinjenje, primenom

linearne regresije na odnos ukupne povrsine ispod pika i koncentracije, pod istim uslovima
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kao i pri analizi uzoraka. Svaka komponenta je kvantifikovana primenom metode eksternog
standarda upotrepom Cistih jedinjenja kao reference za koncentraciju, retenciono vreme
odnosno karakteristicni UV spektar. Koli¢ina uzorka koja je ubrizgavana podesena je tako
da se uklopi u linearni kalibracioni opseg dobijen ubrizgavanjem komercijalnih standarda.

Za obradu podataka je koris¢en Empower 2 softver (Waters).
3.13 Odredivanje redukcionog kapaciteta Fe'' helata

Intaktni korenovi krastavca su isprani u 30 ml rastvora 0.5 mM CaSO, uz neprekidnu
aeraciju. Potom, korenovi su inkubirani u 30 ml rastvora koji je sadrzao 0.5 mM CaSOQq, 5
mM MES, 0.3 mM BPDS (betafenantrolin disulfonsa kiselina) i Fe''EDTA u mraku tokom
1 h na 25°C. Stope redukcije su odredene preko formiranja crvenog kompleksa Fe'(BPDS);
merenjem apsorbance na 535 nm primenom spektrofotometrije u odnosu na blank (bez

korena) i primenom ekstinkcionog koeficijenta od 22.14 mM™ cm™

3.14 Priprema °'Fe'"EDTA, usvajanje *'Fe i odredivanje °'Fe u

biljnim tkivima

Obogaceni °’Fe,03 (96.64% obogaéenost izotopom; Isoflex, San Francisco, CA,
USA) je konvertovan u °’FeCls rastvaranjem u minimalnoj koli¢ini skoro prokljucale
koncentrovane HCI (35% suprapur; Merck, Darmstadt, Germany) 1 ponovljenim
koncentrovanjem u ultra ¢istoj H,O (18 M; Millipore, Bedford, MA, USA) pod refluksom.
EDTA (Sigma-Aldrich) je rastvoren u dovoljnoj koli¢ini NaOH (1 : 3 molarni odnos).
*"FeCl; je polako dodavan u rastvor liganda (°'Fe : EDTA molarni odnos od 1 : 1.1) i
ostavljen tokom noc¢i da dostigne ravnotezu dok se mesa sa komadi¢em filter papira u
rastvoru kako bi se apsorbovali moguci nehelirani precipitati. Nakon toga, rastvor je

filtriran kroz membranski filter (veliCina pora od 0.45 pm) i podeSen do konacne
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zapremine. Tokom procesa heliranja spreceno je izlaganje rastvora svetlosti, kako bi se
izbegla potencijalna fotodestrukcija kompleksa.

Za eksperiment usvajanja °'Fe, korenovi intaktnih biljaka su ispirani tokom 30 min u
hranljivom rastvoru bez Fe, a zatim su prebaceni u neprovidne plasti¢éne sudove koji su
sadrzali 250 ml sveze pripremljenog hranljivog rastvora bez dodatog Fe. Dodat je
prethodno pripremljeni rastvor °’FeEDTA tako da je krajnja koncentracija Fe iznosila 10
uM. pH vrednost rastvora je podeSena na 5.5 pomo¢u 10 mM MES/KOH i rastvor je
kontinuirano aerisan tokom perioda usvajanja od 8 h. Nakon perioda usvajanja, biljke su
prebacene u sveze pripremljeni hranljivi rastvor bez Fe tokom 15 min. *"Fe iz apoplasta
korena izmereno je primenom redukcione ekstrakcije prema metodu Bienfait et al. (1985),
neznatno modifikovanom kao $to je gore opisano, a biljke su zatim podeljene na koren i
izdanak. Uzorci su osuSeni na 70 °C tokom 48 h, izmerena je suva biomasa i izvrsena je
digestija materijala u mikrotalasnoj pe¢nici u 10 ml HNOj3 tokom 1 h.

Na sli¢an nacin izvrSena je i priprema uzoraka, osuSeno (na 70 °C tokom 48 h) tkivo
lista (oko 0.5 g) iz eksperimenta remobilizacije °"Fe je razoreno u mikrotalasnoj peénici u 8
ml koncentrovane HNO3 tokom 1 h.

"Fe je izmereno pomocu kvadrupolna induktivno spregnuta plazma masene
spektroskopije (ICP-MS, Agilent 7500ce; Agilent Technologies, Manchester, UK).
Instrument je opremljen sa PFA nebulajzerom sa mikro protokom 1 koris¢en je u
vodoni¢nom rezimu kako bi se eliminisale spektralne interference. PodeSavanja instrumenta
su kao Sto je prethodno opisano (Laursen et al., 2009); medutim, neposredno pre analize
protok H. oktopolnog provodnika jona je optimizovan za dobijanje *°Fe i *’Fe signala sa
minimumom interferenci, najmanjim moguc¢im pozadinskim Sumom i tacnim vrednostima
za *°Fe/°"Fe prema odnosu zastupljenosti u prirodi od 43.3 (vrednosti prema IUPAC). Ovo
je procenjeno vodoni¢nim rampingom na neobogacenim uzorcima i standardima, ¢ime je
dobijena ta¢nost od > 95% od realnog odnosa na optimalnom protoku H, (7 ml min™). Pre
analize, svi uzorci su razblazeni do 3.5% (v/v) HNOg i sprovedena je ekterna kalibracija za
dobijanje ukupnih koncentracija *°Fe i °’Fe upotrebom komercijalno dostupnog
standardnog rastvora (P/N 4400-132565; CPI International, Amsterdam, the Netherlands).

Analiticka tacnost ukupnih koncentracija je odredena primenom sertifikovanog referentnog

40



Materijal i metode

materijala (Spinach NCS ZC73013; China National Analysis Center for Iron and Steel,
Beijing, China). Vrednosti koncentracije su prihvatane ukoliko je tacnost prelazila 90%
referentne vrednosti. Tacnost odnosa izotopa *®Fe/*"Fe je procenjena analizom Ccetiri
neobogacena uzorka rezultirajuéi u prose¢nom odnosu izotopa od 44.3+2.3. Obrada
podataka je izvrSena primenom B.02.01 verzije Masshunter Workstation softvera (Agilent
Technologies).

3.15 Ekstrakcija i odredivanje NA

Duboko zamrznuti uzorci lista su homogenizovani upotrebom avana u tecnom Ny, a
zatim ekstrahovani u dejonizovanoj vodi na 80 °C tokom 30 min. Nakon centrifugiranja na
5000 g tokom 30 min na 4 °C, izdvojen je supernatant i podvrgnut analizi NA primenom
teCne hromatografije masene spektroskopije (LC-MS), prema modifikovanoj metodi
Yamaguchi et Uchida (2012).

Razdvajanje uzoraka izvrseno je na Syncronis C18 koloni (100 x 2.1 mm, 1.7 um)
(Thermo Fisher Scientific Inc., Bremen, Germany). Mobilna faza se sastojala od A (H,O
+0.01% sircetna kiselina) i B (acetonitril). Primenjen je program linearnog gradijenta na
protoku od 0.25 ml min: 0.0-1.0 min 5% B, 1.0-2.0 min od 5 do 95% B, 5.0-7.0 min 95%
B, zatim 5% B tokom 8 min. Injekciona zapremina je iznosila 5 pl. Thermo Scientific
Orbitrap LC-MS se sastojao od kvartarne pumpe (Accela 600), autosemplera i linearnog
hibridnog jonskog trap-orbitrap MS (LTQ Orbitrap XL) sa HESI (eng. heated electrospray
ionization). Standardni rastvor NA koncentracije 100 mg I™* (Toronto Research Chemicals,
North York, Canada) je pripremljen rastvaranjem u ultra &istoj H,O (0.055 IS cm™), koji je
dalje razblazen u koncentracijama od 0.050, 0.075, 0.100, 0.250, 0.500, 0,750, i 1.000 mg I
! za izradu kalibracione krive. Masenim spektrometrom je rukovano u pozitivnom rezimu;
Parametri za HESI izvor su bili sledeéi: napon izvora 5 kV, napon kapilare 30V, napon
cevastog sociva 90V, temperatura kapilare 300 °C, aksilarni protok N, od 232 i 8

arbitrarnih jedinica. Maseni spektri su dobijeni iz punog opsega koji je pokrivao od 230-
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1000 m/z. Normalizovana energija sudara ¢elije sudarom indukovane ¢elije za disocijaciju
podeSena na 35 eV.

Thermo Xcalibur softver (verzija 2.1) je koris¢en za kontrolu instrumenta, dobijanje i
analizu podataka. NA je kvantifikovan prema odgovaraju¢im spektralnim karakteristikama:
masenom spektaru, tacnoj masi, karakteristicnoj fragmentaciji 1 karakteristiénim
retencionim vremenom. Kvantifikacija je izvrSena metodom pretrazivanja tatne mase

poredenjem retencionih vremena i taéne mase dostupnih standarda.

3.16 Ekstrakcija RNK, semikvantitativni RT-PCR i

kvantitativni PCR u realnom vremenu (Real-time PCR)

Uzorci biljnih tkiva (0.5-1 g sveZze mase) su smrznuti u tecnom N; i samleveni u
avanu do finog praha. RNK je izolovana upotrebom RNeasy® Mini Kit (Qiagen, GmbH,
Hilden, Germany), kao Sto je opisano u uputstvu za upotrebu RNeasy® Mini Handbook.

Pre sinteze cDNK, DNK je uklonjena iz uzoraka sa izolovanom RNK upotrebom
reagenasa Ambion DNA-free DNase Treatment and Removal Reagents. Jednolan¢ana
cDNK je sintetisana od 5 pg RNK upotrebom M-MuLYV reverzne transkriptaze (Fermentas,
Vilnius, Lithuania) i nasumi¢nih heksamernih prajmera (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) prema uputsvima proizvodaca. cDNK je zatim razblaZzena u odnosu 1:5 (v/v)
H,O bez nukleaze. Alikvoti iz istih uzoraka su kori$¢eni za standardni 1 PCR u realnom
vremenu sa prajmerima dizajniranim za krastavac; sekvence prajmera i pristupni brojevi
sekvenci koriS¢enih za dizajn prajmera u NCBI Reference Sequence Database, su dati u
Tabeli 2. U semikvantitativnom PCR, reakcije su proSle 25 puta kroz ciklus od 30 s na
95°C, 30 s na 60°C 1 30 s na 72°C, koriste¢i 100 ng cDNK kao matricu, 450 nM prajmera i
0.5 U polimeraze Fermentas Taq Polymerase. Produkti umnozavanja su podvrgnuti

elektroforezi na 1.5% (w/v) agaroznom gelu.
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Tabela 2. Prajmeri i pristupni brojevi analiziranih gena

Gen Pristupni br. Direktan prajmer (5’-3") Reverzni prajmer (5’-3°)

ACT AB010922 GCTGGCATATGTTGCTCTTG CGATGGTGATGACTTGTCCA
FRO2 AY590765 AGTTTCCCTCGAAGGTCCAT TGGAAATGAATGGGGTGATT
HA1l AJ703810 GGAGACAGGAAGTGCCTGAG TTCTCCACTGTCATGCCTTG
ICD AJ437269 CAGAGGACCTGGGAAATTGA AAGGGGCCATTTCTTCTCAT
IRT1 AY590764 AATAGCCCTGTTGCACTCGT GGCCCATAAAATCAGCAGAA
MDH CuU096020 GGGCAACCATTCAACAACTC  TCCCCACTTTCTCAATCAGC
PAL AF475285 CTTTGCATGGAGGCAACTTT GCTCGGGTTTCTACTTGCAG
PEPC AJ417435 CTACTTGAGGCAGCGACTCC GCTCGGGTTTCTACTTGCAG
SK AY596190 AGAGAAAGGGAGACGGAAGC GCACATCCAACCAAACACTG
NRAMP1 XM_004160286.1 CGATTTGCTTCTTCCTGGAG GGGAACGGGGTATTTTCCT
NAS1 XM004158701 GGAGTTCGAGGTGGTGTTTC CCACCACCGGATAAACAAAC
NAS4 XP004144812 CCCAAAAACCGAGTTTCAC GAAACACCACCTCGAACTCC
YSL1 XM004163525 TGCTTTTGCTTTCTTGACCTC AGGAGCCATCTTATCTTATGGC
YSL3 XP004150025 TCCATGCTTTTAAGCCAAGC CGGGACCTTGTACTCACCAT

Real-time PCR (reakcija lancanog umnozavanja u realnom vremenu) reakcije su
izvedene u 25 ul rastvora koji je sadrzao 500 nM svakog prajmera i 1X SYBER Green PCR
master mix (Applied Biosystems). Real-time PCR je izveden na aparatu ABI Prism 7500
Sequence Detection System (Applied Biosystem), koriste¢i parametre koje je preporucio
proizvodac (2 min na 50°C, 10 min na 95°C i 40 ciklusa na 95°C tokom 15 s i 60°C tokom
1 min). Svaka PCR reakcija je sprovedena u tri ponavljanja i ukljuene su i1 kontrole bez
matrice. Akumulacija produkata PCR je detektovana u realnom vremenu i rezultati su
analizirani upotrebom softvera 7500 System (Applied Biosystems) i prikazani kao 27dct
(dCt, razlika izmedu Ct vrednosti ciljnog gena i referentnog gena za aktin ACT). Kako bi se
odredila efikasnost amplifikacije u reakcijama real-time PCR sa novodizajniranim
parovima prajmera, koriS¢ena je cDNK razblazena 5, 10, 20 i 40 puta kao matrica za PCR.

Sa grafika srednjih Ct vrednost i Logip razblaZzenja uzoraka izraCunati su nagibi
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amplifikacione krive. Efikasnost PCR je utvrdena pomocu formule: E = 10791, 7a
svaki par prajmera efikasnost reakcije je bila izmedu 90 i 100% (-3.6 > nagib > -3.1).
Prajmeri i pristupni brojevi analiziranih gena navedeni su u Tabeli 2, a sekvencama
analiziranih gena moZe se pristupiti preko NCBI Reference Sequence Database base

podataka i EST baze podataka (http://www.icugi.org/).

3.17 Filogenetska analiza

Evolutivni odnosi NAS 1 YSL aminokiselinskih sekvenci krastavca (Cucumis sativus)
i arabidopsisa (Arabidopsis thaliana) dostupnih u banci gena GenBank (pristupljeno
20.09.2015) su ustanovljeni konstrukcijom filogenetskih stabala primenom “neighbor
joining” (NJ) metode upotrebom softvera MEGA (verzija 6.06). Za analizu su kori$éene
sledeée sekvence krastavca: Cetiri NAS sekvence (dve sekvence koje odgovaraju NAS4,
jedna NASI1, i jedna NAS-like genu; pristupni brojevi XP_004144750 NAS4,
XP_004135580_NAS_LIKE GENE, XP_004146360_NAS4, XP_004144812_NASL1) i pet
YSL sekvenci (jedna sekvenca koja odgovara YSL1, jedna YSL1-like genu, jedna YSL3 i
jedna YSL6; pristupni brojevi XP_004143842 YSL1, XP 004143944 YSL1 LIKE,
XP_004146239_YSL3, XP_004150025_YSL3, XP_004148009_YSL6). Kod arabidopsisa
koris¢eno je sedam NAS sekvenci (dve sekvence koje odgovaraju NAS1, jedna NAS2, dve
NAS3 i dve NAS4; pristupni brojevi NP_196114 NAS1, NM_120577_NASI,
NP_ 200419 NAS2, NP_172395 NAS3, NM_ 100794 NAS3, NP_176038 NAS4,
AB181237 NAS4) i 10 sekvenci YSL (YSL1, YSL2, YSL4, YSL5 i YSL6 geni sa po
jednom  sekvencom; pristupni  brojevi: AAS00691 YSL1, NP_197826 YSL2,
NP_198916_YSL4, NP_566584_YSL5, AAS00695 YSL6, i YSL3 sa ukupno pet
sekvenci; pristupni brojevi: Q2EF88 YSL3, NP_00190532_YSL3, AED96376 YSL3,
AED96375_YSL3, NP_200167_YSL3). Optimalni model evolucije oba seta podataka je
utvrden korS¢enjem BIC (Bajesov kriterijum informativnosti) koji je izra¢unat u MEGA
6.06. Najmanje BIC vrednosti za NAS matriks su imali WAG (Whelan and Goldman)

I Dayhoff model sa gama korekcijom (G) po kojoj se podrazumeva heterogena stopa
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mutacija pozicija (nukeotida) u matriksu, tako da je za NAS matriks odabran Dayhoff + G
model. Najniza BIC vrednost za YLS matriks je dobijena za Jones-Taylor-Thornton model
evolucije sa gama korekcijom (JTT + G). Filogenetska stabla su konstruisana u MEGA
6.06 paketu, koriS¢enjem odgovaraju¢ih modela evolucije peptidnih sekvenci za svaki od
matriksa, 1 opcije kompletna delecija indela u poredenjima parova sekvenci. Statisticka
podrska stabala je dobijena koris¢éenjem 1000 ne-parametrijskih bootstrap replikacija (BS),
pri ¢emu su vrednosti BS > 75 % smatrane dobrom podrSkom, a vrednosti 50 — 75 %

umerenom podrskom.

3.18 StatistiCka analiza podataka

Podaci su podvrgnuti analizi varijanse primenom statistiCkog softvera Statistica 6
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) i srednje vrednosti su poredene primenom Tukey-ovog
testa na nivou znacajnosti od 5% (P < 0.05). Za graficki prikaz podataka koriséen je softver

Sigma Plot 12 (Systat Software Inc., Erkrath, Germany).
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4 Rezultati

4.1 Interakcija Fe i Si u ishrani krastavca

Dodavanje Si u hranljivi rastvor uspesno je eliminisalo pojavu simptoma nedostatka
Fe (hloroza mladih listova) kod biljaka gajenih u prekulturi tokom sedam dana u
hranljivom rastvoru bez Si sa 1 pM Fe"EDTA, a zatim jo§ sedam dana u hranljivom
rastvoru bez Fe (Slika 6.). Nasuprot, biljke gajene bez Si postale su izrazito hloroti¢ne
(Slika 6a), dok su se na korenu mogle uociti specifi¢cne morfoloske promene kao $to je

formiranje lateralnih korenova (Slika 6b).

Slika 6. Uticaj ishrane Si na vizuelne simptome nedostatka Fe kod krastavca. Biljke stare
dve nedelje (a); morfoloSke promene na korenu (b).
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Kako bi se dodatno potvrdila uloga Si u ublazavanju stresa izazvanog deficitom Fe,
izmeren je relativan sadrzaj hlorofila izrazen SPAD-indeksom, izmerena je suva biomasa
korena i nadzemnog dela, kao i koncentracija Fe u listu (Tabela 3.). Za razliku od biljaka
adekvatno snabdevenih Fe (+Fe), gde Si nije uticao ni na jedan od ispitivanih parametara,
kod biljaka sa nedostatkom Fe (-Fe) Si je doveo do znacajnog povecanja pomenutih
parametara. Tako su SPAD ocitavanja kod mladih listova biljaka tretiranih Si (+Si) bila tri
puta veca nego kod biljaka gajenih bez Si (-Si). U skladu sa tim, i koncentracija Fe u
listovima +Si biljaka bila je preko 50% veca nego kod —Si biljaka. Ishrana Si je takode
stimulisala rastenje —Si biljaka, §to je zabeleZeno znacajnim poveéanjem suve biomase
korena i nadzemnog dela biljaka. Medutim, hlorofil, koncentracija Fe u listu i biomasa
nadzemnog dela —Fe/+Si biljaka su pokazali znac¢ajno niZe vrednosti od biljaka adekvatno
snabdevenih Fe (+Fe), nezavisno od dodatka Si. Sa druge strane, ishrana Fe nije uticala na
koncentraciju Si u listu, koja je zavisila isklju¢ivo od dodavanja Si u hranljivi rastvor

(Tabela 3.).

Tabela 3. Interakcija izmedu ishrane Fe 1 Si kod krastavca

) Suva biomasa Koncentracija Koncentracija
Hlorofil o
) ) (mg po biljci) Fe u listu Siu listu
Tretmani Si (SPAD- .
Lo Nadzemni (Mg g~ suve (% suve
jedinice) Koren
deo mase) mase)
. - 37.6+2.1° 41.7+17.6° 296.3+94.3° 88.2+19.1°  0.36+0.05°
+re
+ 36.5+1.5° 41.6+11.5° 362.7+82.6° 97.7428.9°  1.40+0.11°
~  87+13°  123#54®  119.8+46.9°  194#37°  0.37:0.08"
—-Fe
+  249+49°  201+10.9° 216.2+452°  48.1+50°  1.57+0.23"

Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 4 ponavljanja + SD. Statisticki znacajne razlike izmedu efekta
razli¢itih tretmana oznacene su razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-0vog testa, p<0.05.
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4.2 Uticaj Si na komponente masinerije za usvajanje Fe biljaka
strategije |

Ekspresija gena ukljucenih u usvajanje Fe kod krastavca (FRO2, ITR1, HAl1) kod
biljka sa nedostatkom Fe tretiranih Si pokazala je slican obrazac ekspresije kao kod biljaka
adekvatno snabdevenih Fe, dok je u odsustvu Si ekspresija sva tri navedena gena bila

znacajno povecana (Slika 7a).

. e 150
(a) Si (b) = g ms| °
Q _ 5
-+ z g 125 4@ +Si
e CsHA1 3 © 100 -
@ & .
- CsFRO2 = .
@ (@)
— *5 & 50 -
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CsIRT1 S P2 e
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Aktln 3 +Fe -Fe
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3 o B 250 |
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5 3 b a3
© 7 150 § @ 150
iy i Sy b
8 '@ 100 @ © 100
2 2 5 @
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— a g = a a
g 0 . = 0 - —
=1 +Fe  -Fe 2 tFe  -Fe

Slika 7. Uticaj ishrane Fe i Si na komponente ukljuene u usvajanje Fe i njegovu
translokaciju iz korena u nadzemni deo kod krastavca. Ekspresija HAL, FRO2 i IRT1 (a);
kapacitet za redukciju Fe"' helata (b); usvajanje (c) i translokacija *’Fe iz korena u
nadzemni deo (d) krastavca. Amplifikacija aktina je prikazana kao kontrola. Rezultati
predstavljaju srednje vrednosti 4 ponavljanja £ SD. Statisticki znacajne razlike izmedu
efekta razlicitih tretmana oznacene su razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-ovog
testa, p<0.05.
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Ove promene u nivou ekspresije FRO2 i IRT1 dovele su do povecanog kapaciteta za

! (aktivnost FRO2) i pojatanog usvajanja >'Fe (putem IRT1 transportera) kod

redukciju Fe
biljaka gajenih u hranljivom rastvoru —Fe bez dodatka Si (Slika 7b.,c). Takode, stopa
translokacije *’Fe iz korena u nadzemni deo bila je skoro dva puta veéa u odnosu na biljke
snabdevene Si (Slika 7d). Medutim, kod biljaka adekvatno snabdevenih Fe, kapacitet
korena za redukciju Fe'" i usvajanje i translokaciju °’Fe ostao je veoma nizak nezavisno od

ishrane Si.

4.3 Dinamika korisnog efekta Si na ublazavanje hloroze

izazvane deficitom Fe

Eksperimenti u vremenu sprovedeni su kako bi se istrazila dinamika relevantnih
fizioloskih markera i dalje rasvetlili mehanizmi ublazavanja streasa nedostatka Fe
posredovanog Si. Biljke su gajene u prekulturi sedam dana sa dodatkom 10 uM Fe, sa (+Si)
ili bez (-Si) dodatka monosilicijumske kiseline, a zatim prebac¢ene u hranljivi rastvor bez Fe
(=Fe), ponovo sa ili bez dodatka Si. Biljke tretirane Si pokazale su znacajno povecanje u
ukupnoj biomasi na kraju eksperimenta (sedam dana —Fe tretmana, Slika 8a) i odrzale
priblizno istu visoku koncentraciju hlorofila od 36 SPAD-jedinica tokom ¢itavog perioda
nedostatka Fe (Slika 8b). Tokom prva ¢etiri dana od ukidanja Fe iz hranljivog rastvora nisu
primeéene znacajne razlike izmedu Si tretmana. Medutim, petog dana mladi listovi —Si
biljaka poceli su da razvijaju simptome hloroze i nakon sedam dana bez dodatka Fe ove
biljke su postale vidno hloroti¢ne, dok su + Si biljke ostale zelene (Slika 8d), Sto su takode
potvrdile vec¢e vrednosti SPAD-jedinica, u odnosu na —Si biljke (Slika 8a). Shodno tome,
koncentracija Fe u listu +Si biljaka je bile znacajno vec¢a nego kod —Si biljaka tokom

Citavog eksperimenta (Slika 8c).
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Slika 8. Uticaj trajanja nedostatka Fe i snabdevenosti Si na porast biljke i nutritvni status
lista krastavca. Suva biomasa (koren + nadzemni deo) (a); sadrzaj hlorofila (b);
koncentracija Fe u listu (c). Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 4 ponavljanja + SD.
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4.4 Uticaj Si na dinamiku ekspresije gena i aktivnosti proteina

ukljucenih u usvajanje Fe

Tokom citavog perioda trajanja — Fe tretmana, aktivnost Fe

znacajno varirala zavisno od tretmana Si (Slika 9a).
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Slika 9. Uticaj Si na odgovor biljaka na nedostatak Fe kod krastavca tokom sedam dana

nedostatka Fe. Aktivnost

Fe'" helatne reduktaze (a); relativna ekspresija FRO2 (b);
relativna ekspresija IRT1 (c); relativna ekspresija HA1 (d). Rezultati predstavljaju srednje
vrednosti 4 ponavljanja £ SD. Statisticki znacajne razlike izmedu efekta razlicitih tretmana
oznacene su razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-ovog testa, p<0.05.
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" helatne

Ve¢ prvog dana nakon isklju€ivanja Fe iz hranljivog rastvora, aktivnost Fe
reduktaze se znacajno povecala, i tokom naredna tri dana postala znacajno veca kod biljaka
tretiranih Si nego kod onih iz —Si tretmana. Medutim, u periodu izmedu tre¢eg i sedmog

" helatne reduktaze se postepeno smanjivala i na

dana od isklju¢ivanja Fe, aktivnost Fe
kraju eksperimenta bila je skoro tri puta niza kod biljaka kojima je dodat Si u poredenju sa
biljkama gajenim bez Si. Profil ekspresije FRO2 gena u odgovoru na nedostatak Fe
pokazao je visok stepen podudarnosti sa rezultatima merenja aktivnosti Fe'' helatne
reduktaze (Slika 9c,d). Za razliku od toga, ekspresija sva tri ispitivana gena bila je

smanjena izmedu treceg i sedmog dana kod biljaka snabdevenih Si.

4.5 Uticaj Si na iskoriS¢avanje Fe iz apoplasta korena i njegovu

translokaciju putem ksilema u nadzemne delove biljke

Koncentracija Fe u apoplastu korena postepeno se smanjivala tokom —Fe tretmana
bez obzira na ishranu Si (Slika 10a). Interesantno, dodatak Si u hranljivi rastvor tokom
prekulture doveo je do povecanja koncentracije Fe u apoplastu korena (dan 0, Slika 10a).
Nakon prvog dana od nastupanja deficita Fe, kontinuirano snabdevanje Si je znacajno
smanjilo koncentracije Fe u apoplastu korena (Slika 10a), dok su koncentracije Fe izmerene
u ksilemskom soku bile izrazito vec¢e u +Si tretmanu nego u —Si tretmanu (Slika 10b).

Koncentracija citrata u ksilemskom soku se znacajno povecala nakon prvog dana
uskracivanja Fe, 1 dostigla je najvecu vrednost kod biljaka tretiranih Si petog dana od
ukidanja Fe (Slika 1l1a). Na kraju eksperimenta (sedam dana nakon ukidanja Fe),
koncentracija citrata u ksilemu se znacajno smanjila kod +Si biljaka, dok su se visoke
vrednosti odrzale u ksilemskom soku -Si biljaka. Koncentracija malata je ostala na
relativno niskom nivou tokom prvih pet dana —Fe tretmana, ali se drasticno povecala na

kraju eksperimenta, najizrazenije kod —Si biljaka (Sliaka 11Db).
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Slika 10. Uticaj trajanja nedostatka Fe i snabdevenosti Si na koncentracije Fe u apoplastu
korena (a) i ksilemskom soku (b) krastavca. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 4
ponavljanja = SD. Statisticki znacajne razlike izmedu efekta razlicitih tretmana oznacene su
razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-ovog testa, p<0.05. n.d., nije detektovano.

Dodavanje Si je takode uticalo na poveénje koncentracija malata i citrata (helatora

Fe**) u vrhovima korena u odgovoru na nedostatk Fe (Slika 12a,b). Koncentracije obe

organske kiseline su bile znacajno vece kod +Si biljaka tokom pet dana —Fe tretmana, dok

su na kraju eksperimenta bile ispod koncentracija zabeleZenih kod —Si biljaka.
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Slika 11. Uticaj trajanja nedostatka Fe i snabdevenosti Si na koncentracije citrata (a) i
malata (b) u ksilemskom soku krastavca. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 4
ponavljanja & SD. Statisticki znacajne razlike izmedu efekta razliCitih tretmana oznacene su

razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-ovog testa, p<0.05.
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Slika 12. Uticaj trajanja nedostatka Fe i snabdevenosti Si na koncentracije citrata (a) i
malata (b) u apikalnom tkivu korena krastavca. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 4
ponavljanja = SD. Statisticki znacajne razlike izmedu efekta razlicitih tretmana oznacene su
razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-0vog testa, p<0.05

4.6 Uticaj Si na akumulaciju Fe-mobilizirajué¢ih/redukujucih
jedinjenja i ekspresiju gena klju¢nih za njihovu biosintezu u

korenu

Koncentracija katehina (prikazani kao suma katehina i epikatehina) i galne kiseline se
postepeno povecavala u tkivu korena —Si biljaka tokom eksperimenta (Slika 13a,b).
Medutim, u periodu od tre¢eg do petog dana deficita Fe, detektovane su znacajno vece
koncentracije oba fenolna jedinjenja u tkivu korena biljaka snabdevanih Si. Na kraju
eksperimenta (sedam dana nakon ukidanja Fe), koncentracija katehina i galne kiseline kod
+Si biljaka bila je ispod vrednosti izmerenih kod -Si biljaka. Koncentracija riboflavina u
tkivu korena biljaka tretiranih Si znacajno se povecala tokom prvog dana po ukidanju Fe, a
potom je postepeno opadala (Slika 13c). Ova vremensaka dinamika bila je u suprotnosti sa
onom kod -Si biljaka kod kojih se koncentracija riboflavina u korenu postepeno povecavala

da bi na kraju dostigla vrednost > 1.5 puta ve¢u nego na pocetku —Fe tretmana.
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Slika 13. Dinamika akumulacije Fe'"'-mobilizirajué¢ih/redukujuéih jedinjenja u apikalnom
tkivu korena krastavca u odnosu na trajanje nedostatka Fe i snabdevenost Si. Katehin +
epikatehin (a); galna kiselina (b); riboflavin (c). Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 4
ponavljanja = SD. Statisticki znacajne razlike izmedu efekta razlicitih tretmana oznacene su
razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-0vog testa, p<0.05.

Uticaj trajanja nedostatka Fe i tretmana Si je ispitan kroz pracenje promena u
relatvnoj ekspresiji: dva gena vezana za Krebsov ciklus, ICD i MDH (kodira izocitrat
dehidrogenazu, odnosno malat dehdrogenazu); PEPC (kodira fosfoenolpiruvat
karboksilazu), SK (kodira Sikimat kinazu; Sikimatni put) i PAL (kodira fenilalanin

amoniumliazu; fenilpropanoidni put) u korenu krastavca (Slika 14.). Dodavanje Si je
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pruzrokovalo znacajno povecanje nivoa ekspresije MDH, PEPC i SK na pocetku —Fe
tretmana (Slika 14b—-d). Na kraju ekperimentalnog perioda u trajanju od sedam dana
zastupljenost transkripata svih ispitivanih gena je smanjena kod +Si biljaka, i bila je
znacajno niza nego kod —Si biljaka. Nasuprot tome, primeceno je znacajno povecanje
zastupljenosti transkripata ICD, MDH, PEPC i PAL kod -Si biljaka u ovom stadijumu
(Slika 14a—d), dok je ekspresija SK opala (Slika 14e).

Dodatno, efekat akumulacije Fe-mobilizirajuéih  jedinjenja u  apoplastu
korena/rizosferi indukovano ishranom Si dalje je ispitan sprovodenjem eksperimenta sa

slabo rastvorljivim Fe™ hidroksidom, koji biljke strategije | ne mogu da koriste kao

direktan izvor Fe (Slika 15.). Biljke gajene u hranljivom rastvoru sa Fe'"

hidroksidom koje
nisu tretirane Si postale su hloroti¢ne, 1 u skladu sa tim usvojile su malu koli¢inu Fe tokom
10 dana tretmana Fe (Slika 15a,b). Snabdevanje biljaka Si znacajno je povecalo ukupnu
suvu biomasu i sadrzaj hlorofila u listu i ukupnu koli¢inu usvojenog Fe biljaka krastavca

podvrgnutih tretmanu Fe'"" hidroksidom (Slika 15b-d).
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Slika 14. Uticaj duzine trajanja nedostatka Fe i snabdevenosti Si na relativnu ekspresiju
odredenih gena ukljucenih u biosintetske puteve karboksilata i fenola u tkivu korena
krastavca. ICD (a); MDH (b); PEPC (c); SK (d); PAL (e). Rezultati predstavljaju srednje
vrednosti 4 ponavljanja £ SD. Statisticki znacajne razlike izmedu efekta razlicitih tretmana

oznacene su razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-ovog testa, p<0.05.
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Slika 15. Uticaj ishrane Si na iskorii¢avanje Fe iz slabo rastvorljivog Fe'" hidroksida od
strane krastavca. Biljke na kraju eksperimenta (10 dana tretmana Fe) (a); suva biomasa
koren + nadzemni deo) (b); sadrzaj hlorofila (c); usvajanje Fe (d). Rezultati predstavljaju
srednje vrednosti 4 ponavljanja = SD. Statisticki znacajne razlike izmedu efekta razlic¢itih
tretmana oznacene su razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-ovog testa, p<0.05.

4.7 Uticaj Si na akumulaciju organskih kiselina u listu

krastavca

Koncentracija citrata se znacajno povecala u listovima biljaka koje su patile od
nedostatka Fe, i bila je veca kod biljaka tretiranih Si (Slika 16a). Medutim, koncentracija
malata i fumarata nije znacajno varirala u zavisnosti od Fe ni Si tretmana (Slika 16b-c),
iako se mogla uociti tendencija porasta koncentracije malata kod biljaka podvrgnutih

deficitu Fe, nezavisno od dodavanja Si (Slika 16b). Interesantno, nedostatak Fe je doveo do
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drasti¢nog smanjenja u akumulaciji okslata u listovima krastavca u odnosu na biljke
normalno snabdevene Fe, dok je dodavanje Si kod +Fe biljaka dovelo do znacajnog

povecanja, a kod —Fe biljaka do znacajnog smanjenja u odnosu na -Si tretman (Slika 16d).
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Slika 16. Uticaj ishrane Si na koncentracije organskih kiselina u listovima krastavca kod
biljaka normalno snabdevenih Fe (+Fe) i biljaka podvrgnutih nedostatku Fe (-Fe).
Koncentracija citrata (a); koncentracija malata (b); koncentracija fumarata (c);
koncentracija oksalata (d); koncentracija sukcinata (e). Rezultati predstavljaju srednje
vrednosti 4 ponavljanja £ SD. Statisticki znacajne razlike izmedu efekta razlicitih tretmana
oznacene su razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-ovog testa, p<0.05.
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Tretman biljaka Si snazno je indukovao akumulaciju sukcinata kod —Fe, gde su izmerene
dva puta vece vrednosti koncentracije u odnosu na —Si tretman. Medutim, Si nije imao

nikakvog efekta na koncentracije sukcinata kod biljaka sa normalnim statusom Fe.

4.8 Uticaj Si na retranslokaciju Fe kod krastavca

4.8.1 Uticaj eksperimentalnih uslova na rastenje biljaka i

mobilnost Fe tokom trajanja eksperimenta

Radi proucavanja uticaja Si na mobilnost Fe u listovima, sproveden je eksperiment
sa biljkama krastavca gajenim u uslovima nedostatka Fe u prekulturi i koje su u kraéem
vremenskom periodu (tri dana) bile u kontaktu sa Fe (obogacenim stabilnim izotopom =
ili izotopima, koji su normalno zastupljeni u prirodi, gde preovladuje >°Fe), a zatim
prebacene u hranljivi rastvor bez Fe, bez ili sa dodatkom Si tokom 11 dana (Materijal i
metode, Slika 5.). Koncentracija Si u listovima biljaka tretiranih Si je bila Sest puta veca
nego kod biljaka gajenih bez Si (Tabela 4.). Dodavanje Si nije uticalo na suvu biomasu
korena i stabla, ali je snazno stimulisalo rast listova dovode¢i do ¢ak 30% poveéanja
ukupne suve biomase kod biljaka tretiranih Si (Tabela 5.). Puferovanje pH hranljivog
rastvora iznad 7.0 CaCOs znacajno je smanjilo mobilizaciju Fe iz apoplasta korena (Tabela
6.), stoga je ukupni sadrzaj Fe u apoplastu korena po zavrSetku eksperimenta ostao na istom
nivou kod tretiranih i kod netretiranih biljaka Si (Tabela 7.).

Tabela 4. Koncentracije Si u razli¢itim tkivima krastavca.

Koncentracija Si (mg g™ suve mase)

Treatman S
Koren Stablo Listovi

=Si 4.0+0.5° 7.5+15° 3.4+0.2°

+Si 5.9+0.8" 12.0+1.4° 21.5+1.8"

Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 4 ponavljanja + SD. Statisticki znacajne razlike izmedu efekta
razli¢itih tretmana oznacene su razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-ovog testa, p<0.05.
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Tabela 5. Uticaj Si na suvu biomasu krastavca.

Dry biomass (g per plant)

Treatment

Root Stem Leaves Total
-Si 0.52+0.042 0.9+0.12 2.2+0.22 3.6+0.1°
+Si 0.58+0.07° 1.040.2° 3.2+0.1° 4.8+0.1°

Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 4 ponavljanja + SD. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu efekta
razli¢itih tretmana oznacene su razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-ovog testa, p<0.05.

Table 6. Uticaj pH vrednosti hranljivog rastvora (— /+CaCOs3) na koli¢inu Fe uklonjenu iz
apoplasta korena krastavca tokom celog eksperimenta.

Koli¢ina Fe (g po biljci) _ o
Relativno smanjenje

Tretman Si —-CaCO3; +CaCO3
(%)

(pH 5.0) (pH 7.0)
-Si 66.2+6.7" 11.7+2.13 92
+Si 87.846.7° 17.0+£2.32 81

Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 4 ponavljanja £ SD. Statisticki znacajne razlike izmedu efekta
razli¢itih tretmana oznacene su razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-ovog testa, p<0.05.

Tabela 7. Uticaj Si na sadrzaj Fe u razli¢itim tkivima krastavca.

SadrzZaj Fe (ug po biljci)

Treatman Koren
i Stablo Listovi
Apoplast Simplast
-Si 103+112 14422 28+3? 141+162
+Si 92+16° 17+32 31+5° 150+132

Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 4 ponavljanja + SD. Statisticki znacajne razlike izmedu efekta
razli¢itih tretmana oznadene su razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-ovog testa, p<0.05.
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Stavie, koncentracija Fe u ksilemskom soku je bila jako niska tokom prva dva dana od
isklju¢ivanja Fe iz hranljivog rastvora, dok u preostalom periodu trajanja eksperimenta Fe
nije detektovano u ksilemskom soku krastavca (Tabela 8.). Dodavanje CaCOg nije per se
imalo negativan efekat na rastenje biljaka, koji je bilo inhibirano isklju¢ivo deficitom Fe,

ali znacajno manje kod biljaka tretiranih Si (Tabela 9.)

Tabela 8. Koncentracija Fe u ksilemskom soku krastavca nakon ukidanja Fe iz hranljivog
rastvora.

Dan nakon Koncentracija Fe u ksilemskom soku (M)
prebacivanja u -Fe -Si +Si

1 0.07+0.02° 0.18+0.04°

2 0.01+0.00° 0.03+0.01°

5 n.d n.d.

10 n.d n.d.

Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 4 ponavljanja £ SD. Statisticki znaCajne razlike izmedu efekta
razli¢itih tretmana oznaene su razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-ovog testa, p<0.05. n.d. nije

detektovano.

Tabela 9. Suva biomasa biljaka gajenih u hranljivom rastvoru sa dodatkom CaCOs.

Suva biomasa (g po biljci)

Treatman Koren Nadzemni deo

-Si +Si -Si +Si
Kontrola (+Fe) 1.05+0.09°  1.33+0.26" 45+0.7"  4.5+0.8°
-Fe 0.52+0.04° 0.58+0.07° 3.0£0.3°  4.3+0.2°

Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 4 ponavljanja £ SD. Statisticki znaCajne razlike izmedu efekta
razli¢itih tretmana oznacene su razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-ovog testa, p<0.05.
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4.8.2 Uticaj Si na remobilizaciju Fe iz starijih u mlade listove

Iako nisu postojale znacajne razlike u vrednostima ukupnog sadrzaja Fe izmedu Si
tretmana izmerenim u simplastu korena, stablu i listovima (Tabela 7), dodavanje Si je
uspesno sprecilo pojavu simptoma Fe hloroze na mladim listovima u preiodu od 11 dana

nedostatka Fe (Slika 17a).

—Si +Si

Slika 17. Uticaj Si na redistribuciju *>'Fe u listovima krastavca nakon 11 dana od ukidanja
>"Fe iz hranljivog rastvora. Biljke krastavca na kraju eksperimenta (a); relativna distribucija
*Fe. Pozicije listova (od najstarijeg do najmladeg lista): L1, L2, L3 i L4. Rezultati
predstavljaju srednje vrednosti 4 ponavljanja = SD.

63



Rezultati

Za razliku od toga, biljke gajene u odsustvu Si razvile su hloroti¢ne listove nakon ukidanja
Fe iz hranljivog rastvora. Ocitavanja SPAD-vrednosti na maldim listovima na L3 i L4
poziciji (za pozicije listova, videti Sliku 18a i Materijal i metode, Slika 5.) biljaka tretiranih
Si bila su znacajno veca nego na listovima na istoj poziciji biljka gajenih bez Si (Slika 18a).
Medutim, sadrzaj hlorofila u starijim listovima na pozicijama L1 i L2 bio je znac¢ajno manji
u poredenju sa —Si biljkama.

Koncentracija Fe u mladim listovima (L4) biljaka tretiranih Si je bila oko dva puta
veca nego kod netretiranih biljaka, dok je u starijim listovima (L1) bila zna¢ajno manja
(Slika 18b). Ishrana Si je, dakle, povecala remobilizaciju Fe iz starijih u malde, nepotpuno
razvijene listove, §to je dalje potvrdeno u eksperimentu sa obeleZenim °'Fe. lako je ukupni
sadrZaj Fe u nadzemnom delu ostao isti i kod —Si i +Si biljaka (Tabela 7.), dodavanje Si je
uticalo na relativnu distribuciju *>'Fe u listovima (Slika 17b). Kod biljaka gajenih bez Si,
priblizno 50% od ukupnog sadrzaja °’Fe ostalo je u najstarijem listu (L1), dok se kod
biljaka tretiranih Si mogla uogiti skoro jednaka distribucija *’Fe izmedu listova na

razli¢itim pozicijama, $to je dovelo do ublazavanja simptoma deficita Fe (Slika 17a).
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Slika 18. Uticaj Si na sadrzaj hlorofila (a) i koncentraciju Fe (b) u listovima krastavca na
razli¢itim pozicijama. Pozicije listova (od najstarijeg do najmladeg lista): L1, L2, L3 1 L4.
Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 4 ponavljanja + SD. Statisti¢ki znacajne razlike
izmedu efekta razli¢itih tretmana oznacene su razlicitim malim slovima na osnovu Tukey-
ovog testa, p<0.05.
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4.8.3 Uticaj Si na ekspresiju NRAMPL1 gena u listovima

Snabdevanje biljaka Si snazno je indukovalo ekspresije NRAMP1 gena u starijim
(L1, L2) 1 mladim (L3, potpuno rezvijen) listovima, medutim nisu uocene znacajne razlike
izmedu tretmana u nivoima ekspresije u najmladem nepotpuno rezvijenom listu (L4) (Slika
19.).
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Slika 19. Relativni nivo ekspresije NRAMP1 u listovima krastavca na razli¢itim
pozicijama. Pozicije listova (od najstarijeg do najmladeg lista): L1, L2, L3 i L4. Rezultati
predstavljaju srednje vrednosti 4 ponavljanja + SD. Statisticki znafajne razlike izmedu
efekta razliCitih tretmana oznacene su razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-ovog
testa, p<0.05.

4.8.4 Uticaj Si na koncentraciju NA i ekspresiju NAS gena u listu

Kod biljaka koje nisu tretirane Si mogao se uociti jasan profil nivoa ekspresije
NAS1 u zavisnosti od pozicije lista, gde su najniZze vrednosti nivoa relativne ekspresije

zabelezene u najstarijim listovima (L1) (Slika 20a).
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Slika 20. Uticaj Si na nivo relativne ekspresije NAS1 (a) i NAS4 (b) u listovima krastavca
na razli¢itim pozcijama. Pozicije listova (od najstarijeg do najmladeg lista): L1, L2, L3 i
L4. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 4 ponavljanja + SD. Statisti¢ki znacajne
razlike izmedu efekta razli¢itih tretmana oznacene su razli¢itim malim slovima na osnovu
Tukey-ovog testa, p<0.05.
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Slika 21. Uticaj Si na ukupnu koncentraciju NA u listovima krastavca na razli¢itim
pozicijama. Pozicije listova (od najstarijeg do najmladeg lista): L1, L2, L3 i L4. Rezultati
predstavljaju srednje vrednosti 4 ponavljanja £ SD. Statisticki znacajne razlike izmedu

efekta razlicitih tretmana oznaene su razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-ovog
testa, p<0.05.
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Dodavanje Si povecalo je ekspresiju NAS1 i u starijim (L1, L2) i u mladim (L3) potpuno
razvijenim listovima. Medutim, nisu postojale znacajne razlike izmedu —Si i +Si tretmana u
nivoima ekspresije NAS1 u najmladem (L4) nepotpuno rezvijenom listu (Slika 20a). Na
ekspresiju NAS4 nije uticao ni razvojni stadijum lista (za razliku od jasnog obrasca
zavisnog od starosti kod NASL1, videti Sliku 20a) ni snabdevanje Si (Slika 20Db).
Koncentracija NA se postepeno povecavala od starijih ka mladim listovima (Slika
21.) Ishrana Si dovela je do znacajnog povecanja koncentracije NA u L1, L2 i posebno L3

listovima, dok je u manjoj meri uticala na koncentracije NA u najmladim (L4) listovima
(Slika 21.).

4.9 Uticaj Si na ekspresiju YSL1 i YSL3 transportera za Fe-NA
kompleks u listu

Ekspresija YSL1 je snazno pojacana u listovima biljaka tretiranih Si, gde su najveci

nivoi ekspresije uoceni u najstarijim (L1) listovima (Slika 21a).
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Slika 22. Uticaj Si na nivo relativne ekspresije YSL1 (a) i YSL3 (b) u listovima krastavca na
razli¢itim pozcijama. Pozicije listova (od najstarijeg do najmladeg lista): L1, L2, L3 i L4.
Rezultati predstavljaju srednje vrednosti 4 ponavljanja = SD. Statisticki znacajne razlike
izmedu efekta razli¢itih tretmana oznacene su razli¢itim malim slovima na osnovu Tukey-
ovog testa, p<0.05.
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Zatupljenost transkripta YSL3 bila je najveca u najstarijim listovima i postepeno se
smanjivala idu¢i ka vrhu izdanka, nezavisno od Si tretmana. Isharana Si uticala je na pojavu
izrazito vecih nivoa ekspresije YSL3 u mladim potpuno razvijenim listovima (L2 i L3), dok
je u najstarijem (L1) listu nivo ekspresije bio nizi, a u najmladem nerazvijenom (L4) listu

na nivou zabelezenom kod —Si biljaka (Slika 21b).

4.10 Filogenetska analiza aminokiselinskih sekvenci NAS i YSL

kod krastavca i arabidopsisa

U cilju boljeg razumevanja funkcije NAS i YSL proteina kod krastavca, koji do sada
nisu dovoljno prouceni kod ove biljne vrste, sprovedena je i dodatna filogenetska analiza
aminokiselinskih sekvenci data dva proteina kod krasatavca (Cucumis sativus) i
arabidopsisa (Arabidopsis thaliana), biljne vrste kod koje je do sada najbolje izucena
njihova fizioloSka uloga. Tako se na NJ (Neighboor joining) filogenetskom stablu
prikazanom na Slici 23, moze uociti da su NAS sekvence za Cucumis sativus i Arabidopsis
thaliana grupisane u dve odvojene klade, $to ukazuje da su NAS geni verovatno specifi¢ni
za vrstu. Medutim, samo su Arabidopsis thaliana NAS klada i njene dve potklade, koje se
sastoje od NAS1/NAS2 i NAS3/NAS4 sekvenci, maksimalno podrzane (100% BS).
Posmatrani obrazac ukazuje da su Arabidopsis thaliana NAS1 i NAS2 u blizem srodstvu
medusobno nego sa NAS3 i NAS4 sekvencama, i obratno. Takode, uocene su dve potklade
u okviru Cucumis sativus NAS klade, jedna koja se sastoji od samo jedne NAS1 sekvence, i
druga saCinjena od dve NAS4 i jedne sekvence NAS-like gena. Medutim, odnosi u okviru

potonje potklade ostali su nejasni zbog izuzetno male statisticke podrske.
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Slika 23. NJ filogenetsko stablo NAS familije proteina krastavca (Cucumis sativus) i
arabidopsisa (Arabidopsis thaliana).

Interesantno, na NJ filogenetskom stablu zasnovanom na YSL sekvencama (Slika
24.), grupisanje u klade nije bilo zasnovano na pripadnosti taksonu ve¢ fizioloSkoj funkciji,
kako se prva maksimalno podrzana klada sastojala od YSL1, YSL2 i YSL3 sekvenci obe
vrste, a druga klada bez statisticke podrSke sastojala se od YSL4 i YSL5 sekvenci
Arabidopsis thaliana i YSL6 sekvenci obe vrste. U okviru prve klade, prva linija
divergencije sastojala se od YSL1 sekvenci Cucumis sativus i Arabidopsis thaliana koje su
sestre, dok su YSL2 Arabidopsis thaliana i YSL3 sekvence obe vrste organizovane u dve
podlinije. U okviru druge klade, YSL5 Arabidopsis thaliana ¢ini prvu liniju divergencije,
dok je druga linija sacinjena od YSL6 Cucumis sativus, koja je sestra YSL4 i YSL6
Arabidopsis thaliana. Poslednji obrazac ukazuje na to da evolucija na osnovu funkcije YSL

sekvenci nije bila toliko oCigledna u sluc¢aju YSL4, YSLS5 1 YSL6 sekvenci.
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Slika 24. NJ filogenetsko stablo YSL proteina krastavca (Cucumis sativus) i arabidopsisa
(Arabidopsis thaliana).
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5 Diskusija

5.1 Uticaj Si na mobilizaciju i usvajanje Fe korenom i njegovu

translokaciju do listova

U prvom setu eksperimenata je pokazano da dodavanje Si u hranljivi rastvor sprecava
ili barem odlaze pojavu hloroze izazvane nedostatkom Fe, iako su biljke rasle u uslovima
umanjenog prisustva Fe ili njegovog potpunog izoztanka u hranljivom medijumu (Tabela 3;
Slika 6a). Silicijum je, dakle, indirekno uticao na utiSavanje isfizioloskog odgovora korena
na nedostatak Fe (npr. morfoloske promene na korenu, Slika 1b; usvajanje >’Fe na bazi
redukcije, Slika 7b-d), Sto bi pre mogla biti posledica poboljSanog statusa Fe u celoj biljci,
nego direktanog moduliranja ekspresije gena ukljucenih u adaptivni odgovor strategije I
(FRO2, IRT1 i HAL; Slika 7a). Medutim, u ovom setu eksperimenata nije bilo moguce
detaljno razjasniti mehanizam delovanja Si na ublaZavanje stresa izazvanog deficitom Fe,
gde su izmereni samo krajnji efekti dugoroénog tretmana Si. OcCigledno je, stoga, da je
odgovor biljaka na nedostatak Fe bio zamaskiran ocigledno poboljsanim statusom Fe kod
biljaka krastavca tretiranih Si (Tabla 3.).

Kako bismo rasvetlili mehanizme koji leze u osnovi korisnog delovanja Si tokom
stresa izazvanog nedostatkom Fe, sprovedeni su eksperimenti u razli¢itim vremenskim
tackama, u kojima je registrovana dinamika iskoris¢avanja Fe u apoplastu korena i
adaptivnog odgovora strategije |. Kod biljaka gajenih bez dodatka Si, prvi vizuelni
simptomi nedostatka Fe (hloroza na mladim listovima) postali su uocljivi petog dana od
prebacivanja biljaka u hranljivi rastvor bez Fe i vremenom su postajali sve intenzivniji, dok

su biljke tretirane Si ostale zelene tokom c¢itavog eksperimenta (Slika 8Db).
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5.1.1 Mobilizacija Fe iz apoplasta korena

Apoplast korena je od izuzetnog znacaja za akviziciju hraniva iz razloga sto ¢elijski zid
epidermisa sadrzi negativno naelektrisana mesta (npr. pektinske polisaharide bogate
karboksilnim grupama), koja mogu sluziti kao skladiSte za ve¢inu katjonskih hraniva
(Sattelmacher, 2001). Tako se, na primer, oko 80% od ukupnog Fe u korenu nalazi u
apoplastu, koji predstavlja znacajno skladiste rezervi Fe kod visih biljaka (Bienfait et al.,
1985; Strasser et al., 1999; Cesco et al., 2002). U ovoj studiji, dodavanje Si dovelo je do
znacajno veée akumulacije Fe u apoplastu korena krastavca u poredenju sa —Si tretmanom
(Slika 10a). lako asocijacija Si sa komponentama ¢elijskog zida, ukljucujuéi polisaharide,
lignine i proteine, nije u potpunosti razjasnjena (Currie et Perry, 2007), poznato je da Si
moze biti ¢vrto vezan za pektine bogate galakturonskim ostacima in vitro Si (Schwarz,
1973) i, stoga, moze doprineti u povezivanju strukturnih komponenti ¢elijskog zida. Sa
druge strane, polisilikati mogu vezati jone metala u vidu kompleksa nalik helatima (ller,
1979), koji se takode mogu naé¢i u Celijskom zidu biljaka tokom polimerizacije

ortosilicijumske kiseline. Ovo prosirivanje mesta za vezivanje Fe"'

u apoplastu korena
indukovano Si moze da posluzi kao objasnjenje za povecanu koncentraciju Fe u apoplastu
korena biljaka tretiranih Si tokom prekulture sa Fe (dan 0, Slika 10a). Ubrzo nakon
prebacivanja biljaka tretiranih Si u hranljivi rastvor bez Fe (dan 1, Slika 10a), doslo je do
intenzivnog smanjenja Fe u apoplastu korena, §to je praceno znafajno veéim
koncentracijama Fe izmerenim u ksilemskom soku biljaka tretiranih Si (Slika 10b), a ¢ime
je omoguceno neometano kretanje Fe ka nadzemnim delovima biljke tokom prva tri dana
po iskljucivanju Fe iz hranljivog rastvora.

Pokazano je da je smanjenje u koli¢ini Fe u apoplastu dovelo do dislociranja
odgovarajuce koli¢ine Fe u nadzemni deo biljke po prebacivanju biljaka iz medijuma sa
optimalnom koli¢inom Fe u medijum bez Fe (Zhang et al., 1991). Jin et al. (2007) su
pokazali da eksudati korena, kao Sto su fenolna jedinjenja, igraju klju¢nu ulogu u
iskori§¢avanju Fe u apoplastu korena bele deteline (Trifolium repens). lako se fenolna

jedinjenja Cesto navode kao glavne komponente eksudata korena u odgovoru na nedostatak

Fe kod vrsta strategije |1 (npr. Rémheld et Marschner, 1983; Jin et al., 2007; Cesco et al.,
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2010), mehanizam iskori$§¢avanja Fe iz apoplasta posredstvom fenolnih jedinjenja i dalje
ostaje nerazjaSnjen. Jedan od mogucih mehanizama u osnovi bi mogao ukljucivati heliranje
Fe vezanog u apoplastu korena od strane sekretovanih fenola, ¢ine¢i ga tako dostupnim za
redukciju i usvajanje korenom i translokaciju u nadzemne delove biljke. Pokazano je da se
rastvorljivi Si moze ponasati i kao modulator rezistencije biljaka na patogene, ukljucujuéi i
pojacanu sintezu fenolnih jedinjenja (npr. lignina i fitoaleksina) u odgovoru na gljivi¢ne
infekcije (Fauteux et al., 2006). Do sada, promene u metabolizmu fenola pod uticajem Si
uocene su u korenu kukuruza biljaka izlozenih Al (Kidd et al., 2001), kao i u korenu
krastavca podvrgnutom visokim koncentracijama Mn (Dragisi¢ Maksimovi¢ et al., 2007).
Put Sikiminske kiseline se tipicno navodi kao veza izmedu metabolizma ugljenih hidrata i
biosinteze aromati¢nih jedinjenja putem fenilpropanoidnog puta (Herrmann et Weaver,
1999). Pojacana sinteza fenilpropanoida i terminalnih flavonoida u simplastu moze zatim
olaksSati njihovu sekreciju u apoplast. U ovom istrazivanju, dodavanje Si u hranljivi
medijum dovelo je do povecanja ekspresije gena u oba metaboli¢ka puta, Sikimatnom (SK)
1 fenilpropanoidnom (PAL), u vrhovima korena od prvog do tre¢eg dana od povlacenja Fe
iz hranljivog rastvora (Slika 14d,e). Kao posledica, tokom najranijeg stadijuma nedostatka
Fe, zabelezena je akumulacija fenolnih jedinjenja tipa flavonoida (npr. katehina) u
apikalnom tkivu korena (Slika 13a). Pored toga, sekrecija riboflavina iz korena indukovana
nedostatkom Fe je takode zabelezana kod pojedinih biljnih vrsta (Venkat Raju et al., 1972;
Su$in et al., 1996; Welkie, 2000). Jasna uloga riboflavina i jedinjenja sli¢nih riboflavinu
kod biljaka koje pate od nedostatka Fe je i dalje nepoznata, mada je ponudeno nekoliko
pretpostavki u vezi njihove funkcije, kao na primer: 1) akumulacija u ¢elijama korena, gde
bi imali funkciju kofaktora ili komponenata redoks reakcija, ili 2) eksportovanje u rizosferu
radi povecanja dostupnosti Fe za koren biljaka (Rodriguez-Celma et al., 2011). Galna
kiselina, pored toga Sto verovatno predstavlja agens za heliranje Fe (Fazary et al., 2009),
pokazuje i snaZan potencijal da redukuje Fe'" u biljnim tkivima (Mehrotra et Gupta, 1990).
Stoga, akumulacija galne kiseline i riboflavina u korenu indukovana Si na pocetku
povlacenja Fe iz hranljivog rastvora (Slika 13b,c), a potom i njihova ekskrecija u apoplast,
mogu takode pojadati iskori§¢avanje Fe'" i njegovu redukciju koja prethodi transportu Fe**

preko plazma membrane putem Fe" transportera (IRT). Pojagani potencijal korena za
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mobilizaciju Fe je dalje potvrden povecanim usvajanjem Fe i prate¢im ozelenjavanjem

' hidroksidom kao

biljaka krastavca gajenih u hranljivom rastvoru sa slabo rastvorljivim Fe
izvorom Fe (Slika 15a,d).

Takode, Stevic et al. (2016) su pokazali da je ishrana krastavca ortosilicijumskom
kiselinom povecala biolosku dostupnost Fe kroz formiranje Fe-Si kompleksa joS uvek
nepoznate strukture, a takode je ispoljila uticaj i na na oksido-redukcione uslove kako u
eksternom rastvoru (tj. zemljisSnom rastvoru i fluidu apoplasta korena) tako i u ksilemskom

soku, po prvi put ukazujuci na direktan uticaj Si u ublaZzavanju stresa nedostatka Fe.

5.1.2 Uticaj Si na maSineriju za usvajanje Fe u korenu

Kapacitet korena za redukciju Fe'

(aktivnost FRO enzima) bio je zna¢ajno veci kod
biljaka tretiranih Si tokom prva tri dana nakon isklju¢ivanja Fe iz hranljivog rastvora,
nakon ¢ega je kontinuirano opadalo do kraja eksperimenta (Slika 9a). Ekspresija gena
vezanih za adaptivni odgovor biljaka na nedostatak Fe kao Sto su FRO2, IRT1 i HAL pratila
je isti obrazac, Sto moze da ukaze da je ekspresija ovih gena indukovana Si na pocetku
stresa izazvanog nedostatkom Fe (Slika 9b—d). Kasnije tokom eksperimenta, kako su biljke
tretirane Si odrzale kriti¢an status Fe za rast, kao posledica boljeg iskoriS¢avanja Fe iz
apoplasta korena posredovanog Si (videti Sliku 10a,b), ekspresija FRO2, IRT1 i HAL je
smanjena, najverovatnije prenoSenjem Fe-zavisnog signala iz listova do korena (Kobayashi
et Nishizawa, 2014). 1z tog razloga je efekat Si bio zamaskiran u prvom setu eksperimenata

gde su sve reakcije korena osetljive na status Fe kod biljaka krastavca tretiranih Si ve¢ bili

utigani (videti Sliku 7).

5.1.3 Uticaj Si na translokaciju Fe putem ksilema i iskoriS¢avanje Fe u

listovima

Medu organskim kiselinama prisutnim u ksilemskom soku, soli limunske kiseline,

citrati, se prevashodno smatraju glavnim kandidatom za helator-prenosilac u transportu Fe
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ksilemom (Rellan-Alvarez et al., 2010). Takode je moguée da pod odredenim uslovima
(npr. razlicita biljna vrsta ili varirajuéi status Fe) budu ukljuceni i neki drugi helatori. Tako,
na primer, i jabucna kiselina, kao i neke aminokiseline (najpre NA), mogu formirati

stabilne komplekse sa Fe'

u ksilemskom soku. U ovoj studiji, koncentracija citrata u
ksilemskom soku se povecavala kako su se razvijali simptomi deficita Fe (Slika 8b, 11a) i
bila je znacajno veca kod biljaka tretiranih Si, posebno prvog dana od uskraéivanja Fe.
Odnos Fe:citrat u ksilemskom soku je iznosio 1:700 kod +Si biljaka, dok je kod -Si biljaka
prevazilazio odnos od 1:3000 (preracunato iz Slika 10b, 11a). Pokazano je da povecéanje

molarnog odnosa Fe:citrat inhibira redukciju Fe""

-citrat u listu (Gonzélez-Vallejo et al.,
1999; Nikolic et Rémheld, 1999), te je stoga usvajanje Fe u mladim hloroti¢nim listovima -
Si biljaka 1 dodatno smanjeno. Medutim, izgleda da je povecana koncentracija citrata u
ksilemskom soku +Si biljaka, koja ne prelazi 1:1000, od velikog znacaja za olakSavanje
transporta Fe na veée udaljenosti i iskoriS¢avanja Fe od strane Celija lista (Nikolic et
R6mhekld, 2007).

Povecana koncentracija citrata i malata (Slika 12a,b), koju prati i pove¢ana ekspresija
gena ukljucenih u Krebsov ciklus i anapleroticku biosintezu karbokislata posredstvom
PEPC (Slika 14a-c) u tkivu korena biljaka tretiranih Si su u saglasnosti sa pove¢anom
koncentracijom citrata u ksilemskom soku (Slika 11a) i listovima (Slika 16.) kod krastavca.
Smatra se da je upravo citrat kljucni ligand za transport kompleksiranog Fe ksilemom
(Abadia et al., 2002; Hell et Stephan, 2003; Rellan-Alvarez et al., 2010). U ovoj studiji,
koncentracija citrata u tkivu korena i lista povecala se pod uticajem nedostatka Fe i bila je
znacajno veca kod biljaka tretiranih Si (Slika 12 i Slika 16). Stoga, povecana koncentracija
citrata u korenu i listovima biljaka tretiranih Si, je izgleda od izuzetnog znacaja i za
olakSavanje transporta Fe na veée udaljenosti kao i njegovo iskoris¢avanje u listovima.

Donedavno je postojalo vrlo malo, uglavhom kontrastnih podataka u literaturi o
delovanju Si na metabolizam organskih kiselina. Na primer, Wang et al. (2004) su pokazali

da Si nije uticao na eksudaciju organskih anjona indukovanu AI**

iz apeksa korena
kukuruza, dok je, sa druge strane, pokazano da Si uti¢e na povecanje koncentracije
sukcinata i koncentracije malata u korenu i nadzemnom delu kod kukuruza izloZzenog AI**

(Barceld et al., 1993). UopSte, pokazalo se da je Si odgovoran za promene u sadrZaju

75



Diskusija

metabolita u odredenim uslovima stresa (npr. napad patogena, toksi¢nost metala; Fauteux et
al., 2006; Fuhrs et al., 2012), iako je ostalo nerazjasnjeno da li je to primarni ili sekundarni
efeket Si (videti 5.3).

U saglasnosti sa pove¢anom koncentracijom citrata u listovima (Slika 16.) su i rezultati
ekspresije NRAMP1 gena za funkcionalni transporter divalentnih katjona lokalizovanog na
plazma membrani ¢elija korena i lista, koji predstavlja primarnog kandidata za usvajanje
Fe?* od strane Celija lista kod razli¢itih biljnih vrsta (Slika 19.) (Curie et al., 2000;
Bereczky et al., 2003; Xiong et al., 2012). Najvec¢i deo Fe koji dospeva do starijih listova

putem ksilema nalazi se u formi Fe'"

u kompleksu sa citratom. Pre nego Sto se transportuje
u simplast lista, naverovatnije posredstvom Fe' transportera NRAMP1 (npr. Curie et al.,
2000; Thomine et al., 2000), Fe mora biti redukovano ili putem direktne fotoredukcije
(Bienfait et Scheffers, 1992; Nikolic et Rémheld, 2007) ili od strane Fe'" helatne reduktaze
na plazma membrani (Briggemann et al., 1993; Nikolic et Romheld, 1999). Zastupljenost
transkripta NRAMP1 se povecala u listovima biljaka tretiranih Si (Slika 19.) ukazujuéi na
ulogu NRAMP1 u transportu Fe®* indukovanom Si generisanog putem enzimske (FRO

proteini) i/ili ne-enzimske (UV i plava svetlost) redukcije Fe"-citrat kompleksa u apoplastu

lista. Za razliku od dobro poznate uloge u usvajanju Fe u korenu, znacaj

plazmavmembranske Fe'"

-helatne reduktaze iz FRO familije proteina u usvajanju Fe od
strane ¢elija lista je jo§ uvek predmet rasprave (Jeong et Connolly, 2008; Abadia et al.,
2011). Medutim, FRO proteini eksprimirani na membranama organela izgleda imaju
znacajnu ulogu u odrzavanju Fe homeostaze na subéelijskom nivou (Jeong et Connolly,
2008). Na zalost, do danas se jako malo zna o funkciji FRO proteina eksprimiranih u

listovima krastavca.

5.2 Uticaj Si na retranslokaciju Fe u nadzemnom delu biljke

U daljem istraZivanju testirali smo i potvrdili hipotezu da ishrana biljaka Si pospeSuje
remobilizaciju Fe iz starijih u malade listove krastavca. U prethodnim eksperimentima je

pokazano da Si uspesno ublazava deficit Fe kod krastavca uticu¢i na povecanje rezervi Fe u
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apoplastu korena i na akumulaciju Fe-mobilisu¢ih jedinjenja u korenu (citrat i katehin) i
listovima (citrat), tako povecavajuci akviziciju i translokaciju Fe u apikalne delove izdanka
(videti 5.1). Najvece ograni¢enje u mnogim istrazivanjima retranslokacije Fe kod biljaka,
koja su do danas sprovedena, je to da doprinos rezervi Fe u apoplastu korena nije na
adekvatan nacin uzet u razmatranje, kako su to istakli Shi et al., (2012). Premda su rezerve
Fe u apoplastu korena kod krastavca obi¢no velike (Cesco et al., 2002), i najmanja promena
u ovom rezervoaru Fe tokom dugoroénog eksperimenta moze zna¢ajno doprineti povecanoj
translokaciji Fe u listove uvira. U ovom eksperimentu, mobilizacija Fe iz rezervi u
apoplastu korena i njegova naknadna translokacija iz korena u nadzemni deo biljke je
onemogucéena odrzavanjem visoke pH u hranljivom rastvoru bez dodatka Fe (Tabele 6, 8).
Eksperiment sa stabilnim izotopom *’Fe je jasno pokazao da ishrana Si moZe da
indukuje mobilizaciju *'Fe iz starijih listova kao i da povec¢a njegovu retranslokaciju u
mlade listove koji su se razvili nakon ukidanja *"Fe iz hranljivog rastvora (Slika 17b). Kao
posledica posedovanja nerazvijenih ksilemskih struktura i niske stope transpiracije, mladi
nepotpuno razvijeni listovi se skoro u potpunosti snabdevaju Fe (i drugim
mikroelementima) posredstvom floema. Dobro je dokumentovano da Fe mozZe biti
floema. (Hell et Stephan, 2003; Romheld et Schaaf, 2004). Na primer, Zhang et al. (1995,
1996) su pokazali da u uslovima nedostatka Fe i do 20% od ukupne koli¢ine Fe iz apoplasta
i simplasta moZe biti mobilisano iz primarnih listova pasulja (Phaseolus vulgaris) i
retranslocirano ka mladim listovima i apeksu stabla, pri ¢emu retranslokacija Fe moze biti

jos izrazenija u uslovima indukovane senescencije (Shi et al., 2012).

5.2.1 Uticaj Si na NA-posredovanu redistribuciju Fe u listovima

krastavca

Remobilizacija Fe u nadzemnom delu biljke zavisi od prisustva NA, premda je poznato
da izostanak redistribucije Fe izmedu starijih i mladih listova kod mutanta paradajza

hloronerva koji nema sposobnost da sintetiSe NA, moze biti prevazideno egzogenom
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primenom NA (Scholz, 1989; Stephan et Scholz, 1993). Pomoc¢u nas4x-1 i nas4x-2
mutanata arabidopsisa, Schuler et al. (2012) su pokazali da je NA ukljucen u transport Fe
na vece udaljenosti do mladih listova putem floema, kao i u lateralni transport Fe iz
provodnih sudova u c¢elije mezofila lista. Do sada su kod krastavca identifikovana dva
pripadnika NAS familije proteina (CSNAS1 i CsNAS4). Medutim, u literaturi ne postoje
podaci 0 njihovom obrascu ekspresije i odredenim funkcijama u razli¢itim tkivima i
organima krastavca. Filogenetsko stablo aminokiselinskih sekvenci NAS krastavca i
arabidopsisa (Slika 24.) ukazuje da su NAS geni najverovatnije specifi¢ni za takson, tako
ostavljajuci otvoreno pitanje da li je njihova fizioloska funkcija kod krastavca sli¢na onoj
kod arabidopsisa. U ovoj studiji, ispitana je akumulacija NA zajedno sa ekspresijom NAS1 i
NAS4 gena kako bi se rasvetlili mehanizmi distribucije Fe posredovane Si u listovima
krastavca u uslovima smanjene dostupnosti Fe. Dodavanje Si je dovelo do pojacane
transkripcije NAS1 gena (slika 20a), a zatim i povecane koncentracije NA u potpuno
razvijenim listovima krastavca (Slika 21), sto je dovelo do pojacane remobilizacije Fe iz
starijih listova (L1, L2) i povec¢ane koncentracije Fe u maldim listovima (L3, L4) na kojima
su izostali simptomi hloroze izazvane nedostatkom Fe (Slika 18b; takode videti Sliku 17a).
Nasuprot NAS1, Si nije uticao na profil ekspresije NAS4 gena (Slika 20b). Jednaka relativna
zastupljenost transkripata NAS4 (pojacano eksprimiran pod uticajem nedostatka Fe, Klatte
et al., 2009) se izgleda moze pripisati slicnom statusu Fe —Si i +Si biljaka (183 odnosno
198 ug Fe po biljci; preracunato iz Tabele 7). Stoga se ¢ini da je uticaj Si na povecanje
ekspresije NAS1 gena koji nije regulisan statusom Fe od presudnog znacaja za poveéanje
koncentracije NA kod biljaka tretiranih Si, iako ta¢an mehanizam ovakvog delovanja ostaje
da se razjasni u budué¢im istrazivanjima.

Obrazac ekspresije AtYSL1 i AtYSL3 kod arabidopsisa koji posreduju u transportu Fe-
NA kompleksa zavisi od statusa Fe i starosti lista tako da je nivo ekspresije veci u prisustvu
Fe i u starijim listovima (Le Jean et al., 2005; Waters et al., 2006; Curie et al., 2009).
Dvostruki mutant arabidopsisa ysl1ysl3 pokazuje snazne simptome internervalne hloroze i
poseduje smanjenu koncentraciju Fe u listu (Waters et al., 2006), Sto ukazuje da YSLL1 i
YSL3 deluju kao kljuéni posrednici u transportu Fe u listu (ulazak 1 izlazak). Iz

filogenetskog stabla YSL sekvenci krastavca i arabidopsisa, CsYSL1 Kkarstavca je u
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najblizem srodstvu sa AtYSL1 arabidopsisa kao i CsYSL3 sa AtYSL3, Sto u kazuje na
verovatnu sli¢nost u njihovim fizioloskim funkcijama (Slika 24.). U ovom istrazivanju je
pokazano da tretiranje krastavca Si nije uticalo na isti nacin na ekspresiju YSL1 i YSL3
gena (Slika 22.). Waters et al. (2006) su predloZili da tokom vegetativnog rastenja,
smanjena ekspresija YSL u uslovima deficita Fe ograni¢ava isporucivanje Fe u starije
listove, Cine¢i ga tako viSe dostupnim za mlada tkiva koja aktivno rastu. Dodavanja Si u
hranljivi medijum dovelo je do poveéanja ekspresije YSL1, posebno u starijim listovima
ukazujuci da ovaj transporter igra znacajnu ulogu u translokaciji Fe u mlade listove (Slika
22a). Obrazac ekspresije YSL3 je zavisio od razvojnog stupnja lista (smanjujuéi se iduéi od
starijeg ka mladim listovima), mada je nivo ekspresije ipak bio nesto ve¢i u mladim
potpuno diferenciranim listovima +Si biljaka (L2 i L3; Slika 22b). Ovo dalje ukazujuje da
su povecani nivoi ekspresije YSL3 pre posledica povec¢anog sadrzaja Fe u listovima biljaka
tretiranih Si nego direktnog uticaja Si. Interesantno, transkripti YSL1 su bili skoro odsutni
u svim ispitivanim listovima —Si biljaka i dodavanje Si je dramati¢no povecalo relativnu
ekspresiju tog gena (Slika 22a). To ukazuje da poveéana ekspresija YSL1 nije uzrokovana
promenom statusa Fe koju indukuje Si (Tabela 7), ve¢ pre akumulacijom Si (najverovatnije
u nepolimerizovanom, bioaktivnom obliku) u tkivu lista (Tabela 4). Medutim i dalje ostaje
nerazjasnjeno pitanje na koji nacin Si uti¢e na aktivaciju transkripcije YSL1, ali i drugih

gena.

5.3 Delovanje Si na metabolizam biljaka izlozenih stresu:

direktno versus indirektno

Da li i na koji nacin Si pomaze u pripremi biljaka da efikasno odgovore na delovanje
biotskog, a mozda i abiotskog stresa, i dalje ostaje nejasno. Jasno je, medutim, da Si u svom
amorfnom (polimerizovanom) obliku biljnog opala ili samim svojim prisustvom u vidu
rastvorljive ortosilicijumske kiseline, ne moze direkno uticati na metabolom biljaka koje
nisu pod stresom (Epstein, 2009), ali bi Si mogao delovati kao pojaciva¢ ili pozitivni

modulator Celijskog odgovora na nedostatak Fe. Na Zalost, eksperimentalni podaci vezani
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za uticaj Si na trenskripciju gena su poprilicno oskudni. Fauteux et al. (2006) su u svojim
istrazivanjima sprovedenim na modelu arabidopsis-patogena gljiva pokazali da snabdevanje
biljaka Si nije uticalo na ekspresiju gena vezanih za odgovor na stres izazavan napadom
patogena ukoliko biljke nisu prethodno bile inficirane pepelnicom. Ovi rezultati ukazuju da
tretman Si nije imao uticaj na metabolizam nestresiranih biljaka, ali da je imao koristan
efekat u vidu postizanja jednog mnogo efikasnijeg odgovora na stres izazvan napadom
patogena. Medutim, dok se ne sprovedu sli¢na istrazivanja na biljkama koje poseduju
sposobnost akumuliranja visokih koncentracija Si, nalazi prethodno spomenute studije na
arabidopsisu moraju se interpretirati veoma oprezno iz razloga Sto ova vrsta ne poseduje
Lsil transporter (Ma et Yamaji, 2015), pa stoga ne poseduje ni sposobnost da usvoji
fizioloski znéajnije koli¢ine Si. Takode, pokazano je da Si efikasno ublaZzava stres kod
biljaka izazvan razli¢itim abiotskim faktorima, kao §to su susa 1 toksi¢ni metali, ali ponovo
nije imao uticaj na nestresirane biljke (npr. Hittori et al., 2003; Liang et al., 2007).
Relativno malo se zna o aktivnoj ulozi Si u metabolizmu biljaka u usloviama abiotskog
stresa, posebno o molekularnim aspektima efikasnosti iskori§¢avanja hraniva posredovanoj
Si (Liang et al., 2015). Zadnjih godina, objavljene su prva istrazivanja koja jasno pokazuju
da Si moZe da uti¢e na ekspresiju gena i u uslovima mineralne toksi¢nosti (videti 1.6,
Tabela 2). U naSim eksperimentima sprovedenim na korenu Kkrastavca, pokazano je da Si
poseduje sposobnost da modulira aktivnost korena vezanu za usvajanje Fe kod krastavca po
modelu strategije | u ranim stadijuma stresa nedostatka Fe, pre svega kroz regulaciju nivoa
ekspresije gena za adaptivne proteine (FRO2, IRT1 i HAL) ukljucene u taj proces (videti
2.1.2). Medutim, u slu¢aju da su biljke podvrgnute nedostatku Fe tokom duzeg vremenskog
perioda, ove reakcije se (pojacane na pocetku uskracivanja Fe) smanjuju kao posledica
poboljsanog statusa Fe posredovanog Si. Takode, jasno je pokazan i efekat Si na
moduliranje primarnog i sekundarnog metabolizama korena, gde je potvrdeno da Si igra
ograni¢enu ulogu u promenama nivoa transkripcije ove biljne vrste u odsustvu stresa (videti
5.1.1.). Zatim, u daljim ekspreimantima sprovedenim na nivou lista, pokazano je da ishrana
Si modulira ekspresiju NAS1 uklju¢enog u biosintezu NA, Sto za posledicu ima mnogo
efikasniju remobilizaciju Fe iz starijih u mlade listove putem povecane ekspresije YSL1

transportera za Fe-NA kompleks pod uticajem Si (videti 5.2.1). Kada se sve uzme u obzir,
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korisni efekti Si su u skladu sa odgovorom na promene u transkriptomu indukovanim
nedostatkom Fe na nivou korena i lista.

Moguce je da Si ima sposobnost da omoguci pojedina¢noj biljci da aktivira adaptivne
reakcije sa promenom biotskih ili abiotskih uslova. Kako Si nema uticaj na ekspresiju gena
per se, kod nestresiranih (+Fe) biljaka (videti Sliku 7a), moze se samo spekulisati kako Si
moze indirektno uticati na transkripcione faktore koji dovode do aktivacije transkripcije
gena povezanih sa odgovorom na nedostatak Fe. IstraZivanja sprovedena u ovoj doktorskoj
disretaciji, nedvosmisleno ukazuju na urgentnu potrebu usmeravanja daljih
interdisciplinarnih istrazivanja prema ulozi Si u nastajanju i prenosu signala u uslovima

visestrukog stresa biljaka.

5.4 Mehanizam delovanja Si na homeostazu Fe kod krastavca

Uzimajuéi u obzir sve rezultate prikazane u ovoj doktorskoj disertaciji, predlaze se
mehanizam delovanja Si na poboljSanje homeostaze Fe u uslovima nedostatka Fe kod
krastavca (Slika 25.). Na nivou korena, Si povecava rezerve Fe u apoplastu korena (1) i
poveéava akumulaciju jedinjenja koja heliraju/mobiliSu Fe u korenu (organske kiseline i
fenoli), ujedno stimuliSu¢i i ekspresiju kljuénih gena ukljucenih u njihovu biosintezu
(Krebsov ciklus, put Sikiminske kiseline i fenilpropanoidni put), sto dovodi do povecane
mobilizacije Fe iz rizosfere i boljeg iskoriS¢avanja Fe iz apoplasta korena (2). Ovo je dalje
praceno povecanom ekspresijom palazma mebranskih proteina korena ukljucenih u
usvajanje Fe baziranog na redukciji (strategija 1), HAL, FRO2 (kod krastavca poznat i kao
CsFRO1; Waters et al., 2007) i IRT1 (3). Silicijum takode podstice i translokaciju Fe u
kompleksu sa citratom (i malatom) iz korena u nadzemni deo biljke putem ksilema (4)
Dodatno, Si bi takode mogao da doprinese i poveéanom ulazu Fe** (nakon prethodne

redukcije Fe'"'

citrata; Nikolic et Romheld, 2007) iz ksilema i apoplasta lista duz glavnih
nerava u simplast starijih listova posredstvom pojacane ekspresije NRAMP1 transportera.
U listovima, Si uti¢e na povecanje ekspresije NAS1 gena odgovornog za biosintezu NA u

starijim listovima (5) i ekspresiju YSL1 koji kodira za transporter odgovoran za punjenje
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floema Fe i floemski transport Fe-NA kompleksa iz starijih listova (izvora) do mladih
listova (uvira), kao i za dopremanje Fe-NA kompleksa floemom do mladih listova (6).
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Slika 25. PredlozZeni model Si posredovanog ublaZavanja stresa deficita Fe kod krastavca.
Rhizosphere, rizosfera; Root, koren; Shoot, nadzemni deo biljke; Stem/Vasculature, stablo/vaskulatura;
Soil particle, zemljisna Gestice; Chelators, helatori; TCA, Krebsov ciklus; Apoplast, apoplast; Symplast,
simplast; Fe'"'-chelate, Fe'"'-helat; Organic acids, organske kiseline; Phenolics, fenoli; Shikimate,
Sikimat; PAL, fenilalanin amonijumliaza; Xylem, ksilem; Phloem, floem; Fe"'-citrate, Fe"'-citrat; Fe
xylem loading, punjenje ksilema Fe; Fe xylem unloading, preZenjenje Fe iz ksilema; Fe phloem loading,
punjenje floema Fe; Fe phloem unloading, praznjenje Fe iz floema; L-Methionine, L-metionin; Old leaf
(source), stari list (izvor); Young leaf (sink), mladi list (uvir); CC/SE, ¢elije pratilice/sitasti elementi; TC,
transferne Celije (Pavlovic et al., 2016, reprodukovano uz dozvolu dobijenu od Oxford University Press).
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6 Zakljucci

Na osnovu rezultata dobijenih iz razli¢itih eksperimenata koji su imali za cilj ispitivanje
uloge Si u prevazilaZzenju nedostatka Fe kod krastavca mogu se izvuéi slede¢i glavni
zakljuccei:

1. Silicijum efikasno ublaZzava stres izazvan nedostatkom Fe kod krastavca (model
biljke strategije 1), Sto je dokumentovano odsustvom Fe hloroze i adaptivnih
promena na korenu, kao i povecanom biomasom biljaka tretiranih Si u uslovima
nedostatka Fe.

2. Na nivou korena, pretretman Si dovodi do povecéanja rezervi Fe u apoplastu korena i
povecane mobilizacije Fe iz rizosfere, kao i efikasnijeg iskoriS¢avanja Fe iz
apoplasta korena, tako S§to Si pojacava ekspresiju kljucnih gena u biosintezi
jedinjenja koja imaju sposobnost da heliraju Fe (npr. karboksilati i fenolna
jedinjenja) 1 povecava njihovu akumulaciju u apikalnom tkivu korena. Takode, Si
uti¢e i na povecanje ekspresije gena za proteine na plazma membrani ¢elija korena
(HALl, FRO2 i IRT1) koji su uklju¢eni u masSineriju za usvajanje Fe na bazi
redukcije (strategija I) i, stoga do povecanog unosa Fe korenom.

3. Si takode podstice translokaciju Fe u kompleksu sa citratom (i malatom) iz korena u
nadzemni deo biljke putem ksilema i bolje iskoris¢avanje Fe u listovima,
modulirajué¢i metabolizam organskih kiselina u listu.

4. U listovima, Si indukuje mobilizaciju Fe u starijim listovima i poveéava njegovu
retranslokaciju u mlade nepotpuno razvijene listove, tako Sto utice na povecanje
ekspresije NAS1 gena odgovornog za biosintezu NA u starijim listovima (izvor), pa
stoga i na povecanu akumulaciju NA Kkoji helira Fe. Ovo je praceno i Si
indukovanom ekspresijom YSL1 transportera za punjenje floema Fe i povec¢anim
dopremanjem Fe-NA kompleksa floemom iz starijih listova (izvora) do mladih

listova (uvira).
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5. U perspektivi, ova otkri¢a mogu biti od izuzetnog znacaja za poljoprivrednu praksu,
jer daju teoretsku osnovu za razvoj novih odrzivih mera kontrole Fe hloroze na

krecnim zemljiStima, kao alternative sintetickim helatnim preparatima Fe.
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