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Dihidrohalkoni jabuke florizin i floretin kao nove alelopatske supstance

Mariana Stanisi¢, Slavica Ninkovi¢, Nevena Banjac

Odeljenje za fiziologiju biljaka, Institut za bioloska istrazivanja,Sinisa Stankovic¢” - Institut od nacionalnog zna-
Caja za Repubiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu.

Kontakt: mariana.stanisic@ibiss.bg.ac.rs

Apstrakt

Sekundarni metaboliti jabuke (Malus x domestica Borkh.) florizin i floretin su dihidrohalkoni visoko
specifi¢ni za vrste roda Malus. Autoalelopatski potencijal ovih fenolnih jedinjenja se ogleda u suzbijanju
rasta klijanca i sadnica zasadenih na mestu prvobitnih vo¢njaka jabuke. U osnovi njihove fitotoksi¢nosti su
ultrastrukturne i molekularne promene koje se ogledaju u povecanju sadrzaja malondialdehida, prolina i
aktivnosti antioksidativnih enzima: superoksid-dismutaze, peroksidaza i katalaza, kao i nivoa ekspresije
proteina uklju¢enih u odbrambene mehanizme celije. Najnovija istrazivanja ukazuju na fitotoksi¢nost ovih
dihidrohalkona i prema drugim biljnim vrstama, kao npr. korovskoj model biljci Arabidopsis thaliana. Tret-
man floretinom izaziva znacajnu inhibiciju rastenja i razvica klijanaca A. thaliana, poremecaj gravitropskog
odgovora i pojavu morfoloskih i ultrastrukturnih malformacija u ¢ijoj osnovi lezi promena ekspresije
CDKA1;1, CDKB2;1, CYCA3;1i CYCB2;4 gena Celijskog ciklusa, kao i gena uklju¢enih u odrzanje homeostaze
auksina (PINs, AUX1, LAX3, ABCBs, TAAT i YUCs) i biosinteze giberelina (GA200x2 i GA3ox1). Ovo otvara
mogucnost za dalja istraZivanja njihovog alelopatskog delovanja ali i potencijalnu primenu kao ekolo3ki
bezbednih bioherbicida.
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Apple dihydrochalcones phloridzin and phloretin as novel allelochemicals

Mariana Stanisi¢, Slavica Ninkovi¢, Nevena Banjac
Institute for Biological Research‘Sinisa Stankovi¢’- National Institute of Republic of Serbia, University of Belgrade
Correskondence: mariana.stanisic@ibiss.bg.ac.rs

Abstract

Phloridzin and phloretin are dihydrochalcones highly specific to domestic apple (Malus x domestica
Borkh.) and other species from genus Malus. Auto-allelopathic potential of these phenolics was recog-
nized in‘Apple Replant Disease’ (ARD) characterized by stunted growth, reduced root system and low yields
in apple trees replanted on lands that previously supported apple orchards. Physiological basis of phlo-
ridzin and phloretin autotoxicity are ultrastructural and molecular alterations that include increased cata-
lase, peroxidases and superoxide dismutase activities, raised malondialdehyde and proline contents, and
high expression of genes involved in cell defence system. The latest research on model plant Arabidopsis
thaliana indicates phytotoxicity of these dihydrochalcones towards other plant species. Phloretin inhibits
A. thaliana seedlings growth and development inducing agravitropic phenotype and morphological and
ultrastructural malformations in treated seedlings. Altered expression of CDKA1,;1, CDKB2;1, CYCA3;1 and
CYCB2/4 cell cycle genes and genes involved in auxin homeostasis (PINs, AUX1, LAX3, ABCBs, TAAT and YUCs)
and gibberellin biosynthesis (GA200x2 and GA3oxT) are in the physiological bases of phloretin phytotoxi-
city. This mechanism makes phloretin a prospective candidate for an eco-friendly bioherbicide and paves
the way for further research of phloretin role in ARD.

Key words: allelopathy, dihydrochalcones, apple (Malus x domestica Borkh.), phenolics, phloretin, phloridzin



Alelopatija je od davnina poznata kao pojava da jedna biljna vrsta suzbija i kontrolise rastenje i razviée
biljaka u svom okruzenju, $to joj omogucava efikasnije koris¢enje dostupnih resursa. Hemijska jedinjenja
koja ispoljavaju alelopatske efekte nazivaju se alelohemikalijama. Vecina ovih jedinjenja su sekundarni me-
taboliti koji nastaju kao nusprodukti primarnih metaboli¢kih puteva. Alelohemikalije mogu biti prisutne
kako u vegetativnim, tako i u reproduktivnim biljnim organima, ali se njihove koncentracije mogu znacajno
razlikovati medu organima pa cak i tkivima iste biljne vrste [1]. Ova jedinjenja najces¢e dospevaju u zemlji-
Ste eksudacijom korena, evaporacijom ili spiranjem sa listova i stabla, ili degradacijom biljnih ostataka u
zemljistu aktivno$¢u mikroorganizama [2].

Uprkos svojoj sveprisutnosti i raznovrsnosti, alelohemikalije mogu biti svrstane u tri osnovne grupe: (1)
terpenoide, (2) jedinjenja koja sadrze azot (N) i (3) fenolna jedinjenja [3]. Dihidrohalkoni (DHH) su posebna
grupa fenolnih jedinjenja u ¢ijoj se osnovi nalaze dva Sestoc¢lana ugljenikova (C6) prstena povezana mo-
stom od tri ugljenikova atoma dok je dvostruka veza koja je karakteristi¢na za prekursore flavonoida - hal-
kone, kod DHH redukovana (Slika 1). Specifican izvor DHH u prirodi su vrste roda Malus, uklju¢ujudi i
domestifikovanu jabuku (Malus x domestica Borkh.) kod koje DHH ¢ine do 96-97% ukupnih fenolnih jedi-
njenja u listovima [4,5].
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Slika 1. Struktura dihidrohalkona florizina (A) i floretina (B). Preuzeto iz Stanisi¢. 2019 [77]

Florizin (floretin 2°-O-glukozid) (Slika 1A) je prvo-otkriveni i najzastupljeniji DHH kod vrsta roda Malus
koji ¢ini 4-18% suve mase listova jabuke [6]. Zbog svoje visoke zastupljenosti, florizin se koristi kao osnovni
parametar za klasifikaciju vrsta roda Malus [7] za determinaciju filogenetickih i fitogeografskih odnosa u
okviru subfamilije Maloideae [8], i u prehrambenoj industriji kao marker za utvrdivanje prisustva jabuke u
vo¢nim sokovima [9]. Skorasnji napredak u razvoju analiti¢ckih metoda omogucio je detektovanje ovog je-
dinjenja u tragovima i kod drugih vrsta familije Rosaceae kao $to su jagoda (Fragaria ananassa duch.) [10] i
divlja ruza (Rosa canina) [11], alii vrsta iz drugih familija kao Sto su Fabaceaei Ericaceae [12,13]. Klju¢ni korak
u sintezi florizina jeste proces glikozilacije aglikona floretina (3-(4-hidroksifenil)-1-(2,4,6-trihidroksifenil)-1-
propanona) na poziciji 2’ pomocu specifi¢ne uridin-difosfat-glikoziltransferaze (UDP-glukozo:floretin 2'-O-
glucosiltransferaze) [14]. Osim u listovima, florizin se u znatnim koli¢inama nalazi i u korenu, stablu i kori
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jabuke iz koje je prvi putiizolovan davne 1835. godine [15]. Ubrzo nakon toga, zapocela su i prva istrazivanja
vezana za efekat florizina u organizmu sisara, a znacajniji rezultati vezuju se za istra¢ivanja nemackog fizio-
loga Joseph von Mering-a koji je izazvao eksperimentalnu glikozuriju kod pasa ubrizgavanjem cistog flori-
zina [16]. Nakon jednog veka istrazivanja mehanizma delovanja florizina u organizmui sisara, Alvardo i Crane
[17] ga definiSu kao inhibitora glukoznog transporta, a Vick i Deidrich [18] utvrduju da je afinitet renalnog
glukoznog transportera prema florizinu i do 3000 puta veci nego prema molekulu glukoze. Danas je poz-
nato da florizin specifi¢no inhibira SGLT1 Na-glukozni kotransporter glodara i SGLT2 kotransporter u api-
kalnom domenu epitelnih ¢elija renalnih tubula ¢oveka [19]. Zbog sposobnosti da snizi nivo glukoze u krvi
nezavisno od insulina, florizin je nasao primenu u terapiji dijabetesa tipa 2 [20,21]. Inhibicija usvajanja glu-
koze u crevima i reasorpcije u bubrznim tubulama omogucava smanjenje telesne mase pacijenata i ¢ini ga
veoma privlac¢nim prirodnim terapeutikom i u le¢enju gojaznosti [22].

Pored florizina, kod vrsta roda Malus identifikovano je najmanje jo$ deset drugih DHH koji se razlikuju
po mestu vezivanja i specifi¢nosti Sec¢erne grupe, a svi su derivati aglikona floretina [23]. Zahvaljujudi tipic-
noj DHH strukturi, floretin je veoma fleksibilan molekul koji moze aktivno da stupa u reakciju sa drugim bio-
molekulima u celiji (Slika 1B). Za razliku od florizina, sadrzaj floretina je dosta nizak [24] ili ga ¢ak nije moguce
detektovati u nekim tkivima jabuke [25,6,26] usled brze konverzije u rastvorljive, glikozilovane forme koje
su stabilne, nereaktivne i pogodne za transportovanje [27]. Izrazena reaktivnost floretina rezultuje brojnim
farmakoloskim svojstvima kao $to su: antimikrobno, antikancerogeno, antioksidativno, estrogeno, anti-inf-
lamatorno, krio-protektivno i neuroprotektivno [28,29], $to ga ¢ini pogodnim za njegovu primenu u farma-
ciji, medicini i kozmetici.

FiziolosSka uloga dihidrohalkona jabuke

Uprkos izuzetno visokom sadrzaju florizina u jabuci, pogotovo u listovima i korenu, kao i zapazenom
bioloskom delovaniju, fizioloska uloga floretina u biljkama jos uvek nije sa sigurnos¢u utvrdena. Istrazivanja
sprovedena tokom proslog veka su ukazala na inhibiciju formiranja cvetnih pupoljaka jabuke pod dejstvom
florizina [30,31], kao i suzbijanje izduzivanja koleoptila ovsa [32]. U uslovima kulture in vitro je primec¢eno da
florizin dovodi do povecdanja broja aksilarnih pupoljaka kod jabuke [33], kao i do povecanja broja korenova
kod divlje sorte za kalemljenje M9 [34]. Egzogeno dodavanje florizina dovodi i do stimulacije procesa so-
matske organogeneze kod uljane palme [35]. Smatra se da visoka koncentracija florizina, kao dominantnog
fenolnog jedinjenja u semenu, pogotovo semenjaci, onemogucava dotok kiseonika do embriona nakon
imbibicije i time sprecava pocetak klijanja ukoliko seme nije prethodno proslo period hladne stratifikacije
(0-4 °C) [36]. Pri niskim temperaturama, vise kiseonika moze da se rastvori u vodeno/fenolnoj barijeri, a
maniji deo biva vezan od strane polifenola, $sto dovodi do njegovog olaksanog dopremanja do embriona i
otpocinjanja klijanja [37]. Novija histohemijska istrazivanja ukazuju da je lokalizacija florizina u ¢elijama pa-
lisadnog tkiva listova povezana sa njegovom ulogom u zastiti tkiva od Stetnog UV zracenja [38] kao i sa an-
tioksidativnim potencijalom [5].

Utisavanje halkon-sintaze (CHS), klju¢nog enzima u sintezi glavnih flavonoida i dihidrohalkona jabuke,
dovelo je do gubitka gotovo svih pomenutih jedinjenja i indukovalo izrazene fenotipske efekte kod muta-
nata jabuke, uklju¢ujudi patuljast rast nastao kao rezultat intenziviranog akropetalnog transporta auksina
[39]. Utisavanje gena za floretin specifi¢nu glikoziltransferazu UGT88F1 prouzrokovalo je smanjenje sadrZaja
floretina, florizina i drugih polifenolnih jedinjenja u transgenim biljkama jabuke. Ove promene izazvale su
povecanje intenziteta akropetalnog transporta auksina iz izdanaka i uzrokovale izrazen patuljasti fenotip koji
je predstavljao fenokopiju prethodno okarakterisanih CHS-deficijentnih mutanata jabuke [40].



Postoje dosta nepouzdani i ¢esto kontradiktorni podaci o ulozi florizina u odbrani jabuke od bolesti i Ste-
tocina. Smatra se da je florizin uklju¢en u odbranu biljaka jabuke od infekcije gljivom Venturia inequalis koja
izaziva ekonomski znacajnu bolest - ¢adjavu pegavost lista i krastavost plodova jabuke. Infekcija venturijom
dovodi do kolapsa ¢elije i oksidacije njenih metabolita, medu kojima i florizina, aktivhos¢u enzima polifenol
oksidaze. Oksidovani produkti florizina inaktiviraju pektinaze gljive i time onemogucéavaju Sirenje patogena
koje se zasniva na razgradnji srednje lamele Celijskog zida biljne ¢elije [41]. Slican mehanizam je predlozen
i u slucaju infekcije gljivom Phlyctaena vagabunda u kome oksidacija florizina igra znacajnu ulogu u ogra-
ni¢avanju Sirenja infekcije [42]. Medutim, Gaucher i saradnici [43] su testovima in vitro ustanovili relativno
nisku antimikrobnu aktivnost florizina, ali znacajno vec¢u aktivnost njegovog aglikona floretina. Takode, jasna
povezanost nivoa florizina i otpornosti na plamenjacu izazvanu bakterijom Erwinia amylovora nije utvrdena
na polju [44].

Pitanje uloge florizina u odbrani jabuke od Stetnih insekata uvodi nove dileme. Tako npr. florizin odbija
vasi Myzus persicae i Amphorophora agathomica [45], dok je atraktant za Rhopalosiphum insertum i zelenu vas
jabuke (Aphis pomi) [46]. Larve vrste Spodoptera littoralis izbegavaju ishranu ve¢ ostecenim listovima jabuke
koji povecano sintetisu florizin ve¢ nekoliko dana nakon nastanka ostecenja [47]. Fulcher i sar. [48] su uka-
zali na znacaj florizina u odbrani biljaka jabuke od japanske bube (Papillia japonica), s obzirom na to da je
stepen ostecenja listova korelirao sa sadrzajem florizina u listovima 10 razli¢itih sorti.

Alelopatsko delovanje fenolnih jedinjenja jabuke

Potencijalnu autoalelopatsku aktivnost florizina i floretina sugerisao je Bérner davne 1959. godine [50],
smatrajuci ih odgovornim za razvoj bolesti jabuke poznate kao ,Apple Replant Disease” (ARD). Ova bolest se
manifestuje usporenim i zakrzljalim rastom stabla i korena, kao i slabim plodonosenjem sadnica posadnim
na zemljiSu na kome su prethodno gajena stabla jabuke [51]. Ispitivanje korenovog sistema vocaka obole-
lih od ARD je ukazalo na pojavu propadanja epidermalnih ¢elija i kortikalnog tkiva korena i znacajnu re-
dukciju u razvoju lateralnih korenova [52,53]. Takode je primecen veoma mali broj funkcionalnih korenskih
dlacica na obolelim korenovima [54]. lako je problem uspostavljanja zasada jabuke na zemljistu prethodnih
voc¢njaka dokumentovan jo$ pre dva stoleca, etiologija razvoja ARD je i danas ostala nepoznanica. Postoje
mnogobrojne studije o u¢esc¢u razlicitih zemljisnih organizama u razvoju ARD, kao 5to su parazitske nema-
tode iz roda Pratylenchus [55], aktinomicete [56] i veliki broj gljiva [57,58]. Primena fungicida u predtret-
manu zemljista, kao i sterilizacija zemljista koja je ¢esto dovodila do uspesnog suzbijanja razvoja simptoma
bolesti, navela je na zakljucak da su gljive naj¢eséi uzrocnici ove bolesti [59]. Sa druge strane, mnogobrojni
kontradiktorni rezultati i Cinjenica da primena fungicida 3irokog spektra delovanja, iako menja sastav mi-
krobiotskih zajednica, ne uti¢e na bolji rast i povecanje prinosa jabuke [60] bacaju dodatnu senku na pro-
blem ARD-a.

lako je Borner jo$ 19591 1960 godine [50, 61] nagovestio ulogu florizina i floretina detektovanih u zem-
ljistu vo¢njaka jabuke u razvoju simptoma ARD, dugi niz godina njihovo autoalelopatsko delovanje nije prou-
¢avano. Dostupni literaturni podaci ukazuju da eksudati korena divljih vrsta jabuke, Malus pumila i Malus
prunifolia, deluju inhibitorno na klijanje semena i razvice klijanaca sopstvene vrste [62,63]. Ovi rezultati na-
govestavaju da bi dihidrohalkoni koji dospevaju u zemljiste izlu¢ivanjem korena jabuke ili razgradnjom izu-
mrlih biljnih delova (opalog lis¢a, plodova, kore ili korena) [64], mogli biti klju¢ni faktori u razvoju simptoma
ARD. Nicola i saradnici [65] su primetili da je tretman klijanaca jabuke sorte Fuji meSavinom zemlje i usitnje-
nih korenova M26 sorte za kalemljenje, nakon Cetiri meseca doveo do znacajnog smanjenja sadrzaja hloro-
fila, mase korenova i ukupne mase tretiranih biljaka. UHPLC analiza sa masenom spektrometrijom ukazala je
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na znacdajan porast sadrzaja florizina i floretina u primenjenoj mesavini u odnosu na kontrolnu podlogu. Tret-
man florizinom u niskoj koncentraciji (1,0 uM) je delovao stimulatorno na rast klijanaca vrste M. hupehensis,
dok su visoke koncentracije (1-4 mM) ispoljile inhibitorno delovanje [66] izazvavsi ultrastrukturne promene
na hloroplastima i mitohondrijama celija listova i/ili korena. Primena visokih koncentracija dovela je do po-
vecanja sadrzaja malondialdehida (MAD) - indikatora lipidne peroksidacije membrane, ali i aktivnosti antio-
ksidativnih enzima: superoksid dismutaze (SOD), peroksidaze (POD) i katalaze (CAT). Pri visim koncentracijama
florizina uoceno je i snizenje stopa transpiracije i fotosinteze [66]. Sli¢an efekat florizina primecen je i kod kli-
janaca divlje vrste M. micromalus u ¢&ijim korenovima je zabeleZen porast aktivnosti SOD, POD i CAT, kao i sa-
drzaj MAD i prolina srazmerno primenjenoj koncentraciji i trajanju tretmana [67]. Wang i sar. [68] su ukazali
na smanjenje stope respiracije i aktivnosti enzima ukljucenih u ciklus trikarboksilnih kiselina u korenovima M.
hupehentsis tretiranih 4,0 mM florizinom. Nedavno, Yin i sar. [69] su ukazali da floretin i florizin primenjeni u
koncentarcijama detektovanim u zemljistu vo¢njaka takode izazivaju povecanje nivoa ekspresije proteina
uklju¢enih u odbrambene mehanizme ¢elija korena M. hupehensis.

Dihidrohalkoni jabuke koji dospevaju u zemljiste bilo eksudacijom korena ili razgradnjom biljnog ma-
terijala mogli bi delovati inhibitorno i na druge biljne vrste, ukljucujudii korove. Znacajan ogranicavajuci fak-
tor u proucavanju takvih alelopatskih interakcija u rizosferi predstavlja komplikovanost izolacije i
identifikacije jedinjenja koje koren izlu€uje, kao i kompleksnost ekosistema rizosfere i prisustvo mikroorga-
nizama koji svojom aktivnos¢u mogu da modeluju delovanje alelohemikalija. U cilju otklanjanja ¢inilaca
koji uti¢u na promenu kvaliteta i kvantiteta izlu¢enih alelohemikalija, nedavno je uspostavljen model si-
stem in vitro kulture transformisanih korenova jabuke [26]. Uspostavljanje ovakvog model sistema zasno-
vano je na uvodenju pazusnih pupoljaka jabuke u kulturu in vitro i razvijanju pouzdanog i efikasnog sistema
za regeneraciju izdanaka putem procesa de novo organogeneze [70] kao i optimizaciji faktora koji stimulisu
regenerativni kapacitet eksplantata [70,71]. Postupak geneticke transformacije posredstvom Agrobacterium
rhizogenes 15834 vektora indukovao je pojavu transformisanih korenova na izdancima sorti melrouz, zlatni
delises, ¢adel i gloster, a vremenski koordinisana smena tretmana sa i bez indol-3-buterne kiseline (IBA)
omogucila je pionirski poduhvat uspostavljanja samostalne permanentne kulture korenova jabuke na po-
dlozi bez regulatora rastenja [26]. Metodom te¢ne hromatografije pod ultra visokim pritiskom sa masenom
spektrometrijom (UHPLC/(+/-)HESI-MS/MS) potvrdeno je da genetic¢ka transformacija nije dovela do pro-
mena u sadrzaju glavnih sekundarnih metabolita u tkivu korena jabuke, florizina, glikozilovanih i aglikozi-
lovanih flavonoida i fenolnih kiselina u odnosu na netransformisan koren jabuke. Na taj nacin,
uspostavljanjem in vitro kulture transformisanih korenova jabuke stvoreni su uslovi za proucavanje alelo-
patskog potencijala jabuke u odsustvu mikroorganizama i drugih remetecih faktora rizosfere [26].

Fitotoksi¢ni potencijal eksudata korenova jabuke prema drugim biljnim vrstama uspesno je ispitan na
model biljci arabidopsis (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.). Rezultati su pokazali da eksudat korenova jabuke
ne deluje inhibitorno na klijanje semena arabidopsisa, ali je njegov fitotoksi¢ni efekat na rastenje i razvic¢e
klijanaca veoma izrazen i ogleda se u znacajnoj inhibiciji rasta korena i izdanaka (35,1% 62,1%, redom) [26].
Eksudat korenova jabuke najvise utice na proces obrazovanja lateralnih primordija, smanjivsi broj bo¢nih ko-
renova za 74% desetog dana tretmana. Analiza sadrZaja sekundarnih metabolita u eksudatu transformisa-
nih korenova jabuke je ukazala na nizak, ali veoma uravnotezen sadrzaj dihidrohalkona florizina (8,01 ng mL™
tj. 0,017 uM) i floretina (7,49 ng mL" tj. 0,027 uM), kao i kafeinske (14,58 ng mL™ tj. 0,08 uM) i hlorogene ki-
seline (8,82 ng mL™ tj. 0,025 uM) [26]. S obzirom na to da brojni literaturni podaci ukazuju na alelopatsko de-
lovanje hlorogene i kafeinske kiseline, bilo samostalno, bilo u okviru biljnih izolata [72,73,74,75], fitotksi¢no
delovanje floretina i florizina moralo je biti dodatno ispitano.



Alelopatski efekat biljnih izolata je naj¢eS¢e posledica sinergistickog delovanja vec¢eg broja jedinjenja
prisutnih u relativno niskim koncentracijama [76]. Medutim, pojedina¢na jedinjenja ostvaruju sli¢an alelo-
patski efekat kao i biljni izolati samo ukoliko su primenjeni u mnogostruko vec¢im koncentracijama od onih
u kojima su zastupljeni u biljnom izolatu [75]. Zbog toga je alelopatski potencijal florizina i floretina proce-
njen na osnovu efekata tretmana sa 125, 250 i 500 uM ¢istih supstanci, na klijanje i morfoloske karakteristike
tokom rastenja i razvica klijanaca arabidopsisa, iako su detektovane koncentracije ovih dihidrohalkona u
te¢noj hranljivoj podlozi u kojoj su gajeni transformisani korenovi jabuke bile oko 100 puta nize [26].

Tretman florizinom ispoljio je dozno-zavisni efekat na klijance arabidopsisa ali je statisti¢ki znacajno
smanjenje duzine korena (21,3%) i broja lateralnih korenova (63,5%) zabeleZeno tek na tretmanu sa 500 uM
floretinom [77]. Inhibitorni uticaj ovog tretmana na posmatrane morfoloske parametre je bio slabiji u po-
redenju sa efektom eksudata korenova jabuke, ali su oba tretmana imala izraZeniji efekat na razvice lateral-
nih korenova, nego na izduzivanje primarnog korena klijanaca. Alelopatski efekat eksudata korenova jabuke
u odnosu na ¢ist florizin bi se mogao pripisati sinergistickom dejstvu njegovih komponenti. Na tretmanu sa
500 pM florizinom zapaZzena je i veoma karakteristi¢cna promena u izgledu korena klijanaca, koji je rastao uvi-
jajuci se i formirajudi oblik nalik sinusoidi, dok su lateralni korenovi bili veoma retki i male duzine [77].

Tretman floretinom je izazvao znacajnu dozno-zavisnu inhibiciju rastenja i razvica klijanaca arabidop-
koren klijanaca koji je nakon 10 dana tretmana sa 500 uM floretinom bio znatno skrac¢en (74,2%) i sa manjim
brojem lateralnih korenova (66,8%) u poredenju sa korenom kontrolnih netretiranih klijanaca (Slika 2) [77].
Floretin je ispoljio znacajan efekat i na izdanke klijanaca koji su bili bledozelene boje, manje duZine (48,2%)
i sa manjim brojem listova u poredjenju sa kontrolnim. Takode, 500 uM floretin je uslovio i pojavu specifi¢-
nog agravitropskog fenotipa klijanaca koji se odlikovao izvrnutim rastom kotiledona i hipokotila i nepravil-
nim oblikom korena u vidu petlje (Slika 2) [77]. Prisustvo slobodne hidroksilne grupe na C2 poziciji i odsusvo
glikozilne grupe u molekulu floretina omogucava ovom dihidrohalkonu da reaguje intenzivnije sa drugim
bioloskim molekulima [78] $to moZe objasniti njegovo pojacano fitotoksi¢no delovanje u poredeniju sa flo-
rizinom.

Ultrastrukturna analiza ¢elija mezofila klijanaca tretiranih floretinom je ukazala na promene u morfologiji
celijskog zida, kao i strukturi i polozaju hloroplasta u ¢eliji [77]. Blaga izuvijanost ¢elijskog zida primecena
tre¢i dan tretmana, rezultovala je formiranjem izrazenih ulegnucda i ispupcenja na Celijskom zidu desetog
dana tretmana. Hloroplasti su zadobili okrugao oblik i izme3teni su i grupisani u unutrasnjosti ¢elije, dok su
tilakoidi grana i strome poprimili kruznu formu i izgubili pravilnu orijentaciju. Smanjenje rezervi skroba u hlo-
roplastima nakon desetog dana izlaganja floretinu, kao i potpuno odsustvo amiloplasta i lipidnih kapi u ci-
toplazmi potvrduju da se narusena struktura hloroplasta usled stresa izazvanog floretinom znacajno
odraZzava na funkciju celija [77].

Indol-3-sircetna kiselina (IAA), kao osnovni bioloski aktivan oblik auksina, ima centralnu ulogu u raz-
vi¢u biljnog organizma i uskladivanju odgovora biljke na promenljive uslove zZivotne sredine putem regu-
lacije procesa celijske deobe, elongacije i diferencijacije. Klju¢ni aspekt delovanja auksina je zasnovan na
fino koordinisanim procesima biosinteze, konjugacije, degradacije i polarnog transporta auksina (eng. Polar
Auxin Transport (PAT,) koji omogucavaju uspostavljanje lokalnog maksimuma i morfogenetskih gradijenata
u okviru biljnog tkiva. Osnovni mehanizam koji kontrolise PAT obuhvata procese aktivnog ulaska (influksa)
i izlaska (efluksa) iz ¢elija preko nekoliko specifi¢nih grupa transportera oznacenih kao AUX1/LAX (eng.
AUXINT/LIKE AUXINT) transporteri i PIN (eng. PIN-FORMED) i ABCB (MDR) proteini (eng. MULTI-DRUG RESI-
STANCE/P-GLYCOPROTEIN (MDR/PGP), ATP-BINDING CASSETTE (ABC)) [79,80]. Kvantitativnom RT-PCR anali-
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Slika 3. Klijanci A. thaliana nakon 10 dana tretmana na ¥2MS podlozi sa floretinom u rastu¢im koncentracijama od 125 pM (A), 250 uM (C) ili 500 puM (E) u po-
redenju sa odgovaraju¢om kontrolom. Kontrolni tretman je sadrzao istu koli¢inu rastvara¢a DMSO koliko i odgovarajuci tretman floretinom (0,035% (B), 0,07% (D) i
0,14% (F) (v/v) DMSO za tretmane sa 125 puM, 250 pM i 500 pM floretinom, redom). Klijanci su se razvijali u Petri kutijama postavljenim uspravno. Preuzeto iz Stanisic.
2019[77]



zom (gqPCR) ekspresije gena uklju¢enih u glavni put biosinteze auksina (IpyA put) i polarni transport au-
ksina, utvrdene su promene u ekspresiji koje ukazuju na narusenu homeostazu auksina i verovatno stoje u
osnovi agravitropskog fenotipa klijanaca [77]. Tretman 500 uM floretinom je koordinisano delovao na sve
ispitivane gene PIN familije (PIN1, PIN2, PIN3 i PIN7), kao i AUXT i LAX3 gene indukovavsi gotovo identican
ekspresioni vremenski profil sa karakteristi¢nim poveéanjem ekspresije 6 h nakon pocetka tretmana i ma-
njim smanjenjem nakon 12 hi 24 h u poredenju sa nivoom nakon 6 h [77]. Medutim, statisticki znacajna pro-
mena ekspresije zabelezena je iskljucivo kod PINT, PIN3 i PIN7 gena, zaduzenih za regulaciju akropetalnog
transporta auksina i njegovo preusmeravanje i distribuciju u lateralnim zonama apeksa [81,82]. Floretin je
znacajno stimulisao i ekspresiju ABCBT gena, dok uticaj na ekspresiju ABCB4 i ABCB19 gena u korenovima kli-
janaca nije zabelezen [77].

Ekspresioni profili gena ukljucenih u biosintezu auksina su varirali ili ¢ak bili suprostavljeni u korenovima
i izdancima tretiranih klijanaca [77], verovatno kao rezultat poznate funkcionalne redudantnosti ¢lanova
TAA and YUC familije gena. TAAT i YUC geni kodiraju enzime koji u€estvuju u najznacajnijem putu sinteze IAA
kod arabidopsisa, koji se odvija preko indol-3-piruvata (IPyA)[83]. TAAT gen kodira triptofan aminotransfe-
razu (TAA), koja katalizuje reakciju deaminacije L-triptofana do IPyA [84,85], dok YUC geni kodiraju monoo-
ksigenaze koje sadrze flavin i katalizuju reakciju konverzije IPyA do IAA [86]. Statisticki znacajano snizenje
TAAT ekspresije u korenovima je primeceno 12 h nakon aplikacije floretina, u istoj vremenskoj tacki u kojoj
je ekspresija TAR2 gena povecana [77] sto je verovatno posledica uloge koje TAAT i TAR2 geni dele u regu-
laciji formiranja auksinskog maksimuma u meristemskom tkivu korena [84]. Sli¢no, ekspresija YUC3 gena u
korenovima je bila suprostavljena ekspresiji YUC4 gena, dok ekspresija YUC6 i YUC8 gena nije bila statisticki
znacajno izmenjena u odnosu na kontrolu [77]. Prouc¢avajudi ekspresiju gena YUC genske familije kod kra-
stavca pri razli¢itim stresogenim tretmanima, Yan i sar. [87] su primetili da je kao odgovor na nisku tempe-
raturu, ekspresija CsYUCT10b gena bila dramati¢no povisena, a ekspresija CsYUC4 snizena. Sli¢no, ekspresija
CsYUCT0a i CsYUCTT je bila potpuno suprostavljena ekspresiji CsYUCT10b gena u slucaju slanog stresa, su-
gerisudi da razliciti ¢lanovi YUC genske familije deluju antagonisticki u istim stresnim uslovima kako bi odr-
zali odgovarajuéi nivo auksina u celiji i obezbedili odrzanje auksinske homeostaze. Cinjenica da su enzimi
koji katalizuju oba koraka u IpyA biosintetickom putu kodirani multigenskim familijama daje jednostavan
mehanizam za generisanje Sirokog opsega razli¢itih ekspresionih odgovora u Celiji.

Tretman floretinom doveo je i do promena u ekspresiji GA200x2 i GA3ox1 gena koji kodiraju enzime
GA20i GA3 oksidazu odgovorne za zavrine korake u biosintezi bioaktivnih giberelina (GA) u citoplazmi [88].
U korenovima tretiranih klijanaca, promene ekspresije GA30x1 i GA200x2 gena u posmatranim vremenskim
tackama su imale gotovo identi¢an trend promene kao i one zabeleZene u korenovima kod ispitivanih gena
ukljucenih u polarni transport auksina [77]. Promena u nivou ekspresije GA200x2, 6 h od pocetka tretmana
je bila znatno izrazenija nego u slucaju GA3ox1 i ostalih pomenutih gena. Znatno povisena ekspresija GA3ox1
i GA200x2 gena u korenovima tretiranih klijanaca ukazuje na mogucée povecanje nivoa endogenih gibere-
lina i njihovo inhibitorno delovanje na razvoj lateralnih korenova. Gou i saradnici [89] su potvrdili da porast
sadrzaja giberelina inhibira rane korake u formiranju lateralnih korenova topole (Populus sp.), dok giberelin-
deficijentni i giberelin-neosetljivi mutanti razvijaju povecéan broj lateralnih korenova u odnosu na kontrolu.
Ovakvi mutanti imaju i snizenu ekspresiju PIN3 gena 5to ukazuje na mogucu interakciju giberelina i auksina
u regulaciji formiranja lateralnih korenova [89].

U osnovi inhibicije rasta korenova klijanaca izazvane floretinom stoji i poremecaj ekspresije gena za ki-
naze zavisne od ciklina (CDK) koje imaju centralnu ulogu u kontroli ¢elijskog ciklusa i evolutivno o¢uvanom
mehanizmu ¢elijske deobe kod eukariotskih organizama [90,91]. CDK pripadaju familiji serinskih/treoninskih
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protein-kinaza, ¢ija je specifi¢nost prema supstratu odredena vezivanjem za odgovarajudi ciklin (CYC), a ak-
tivnost regulisana od strane serije razlic¢itih CDK aktivatora i inhibitora [92]. Specifi¢ni kompleksi ciklina i ki-
naza zavisnih od ciklina kontrolisu prolazak ¢elije kroz faze celijskog ciklusa na razlicitim kontrolnim tackama.
Istrazivanja ukazuju da alelohemikalije mogu uticati na razlicite aspekte kontrole ¢elijskog ciklusa kod biljaka
[93,94,95,96]. Tretman klijanaca arabidopsisa floretinom je doveo do povecanja nivoa ekspresije gena za ki-
naze zavisne od ciklina CDKA1;1i CDKB2;1 i cikline CYCA3;1i CYCB2/4 koja se odlikovala karakteristi¢nim vre-
menskim profilom sa maksimalnim povecanjem 6 h od pocetka tretmana, izuzev CYCB2,;4 gena kod koga je
ekspresija bila povec¢ana u svim vremenskim tackama tretmana.

Zakljucak

Narusena strukturna organizacija Celije usled delovanja floretina, direktno se odrazava na njeno funk-
cionisanje, i moguce da je povezana sa disbalansom u sintezi i transportu auksina i giberelina kao klju¢nih
regulatora esencijalnih procesa u biljnom organizmu. Narusavanje bilo koje komponente sloZzenog sistema
interakcija, neizostavno rezultuje promenama koje se odrazavaju na nivou morfologije kao najvise instance.
IzraZeno fitotoksi¢no dejstvo floretina otvara vrata daljim istraZivanjima u cilju saznanja molekularnih i fi-
zioloskih mehanizma njegovog dejstva. Buduca istrazivanja mehanizma delovanja floretina bi mogla do-
prineti rasvetljavanju njegove uloge u razvoju simptoma ARD, ali i utrti put primeni floretina kao novog
ekolosko-bezbednog herbicida u skladu sa sve vecim svetskim potrebama za proizvodnjom zdrave hrane i
zastitom potroSivih prirodnih resursa.
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