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Monilinia laxa Aderh. i Ruhl. is the predominant causal agent of brown rot disease of stone
fruit orchards, especially sweet cherries (Prunus avium L.). The objective of this study was to
identify and screen reaction in response of nine cherry genotypes, with different pomological
properties, against brown rot. These genotypes were harvested at commercial maturity from
Orchard Rimski Sancevi, belonging to the Department of Fruit Science and Viticulture of the
Faculty of Agriculture in Novi Sad (coordinates: 45°20°N, 19°51°E). Given the fact that sweet
cherry fruits are prone to infection by a number of pathogens in the field, biochemical
parameters were analysed on artificially inoculated fruits, as well. The cultivars studied showed
significant differences in terms of the occurrence of disease on fruits, both under artificial
inoculation and infection in the field. In both cases different varieties of infection intensity were
recorded, depending on the cultivar. Changes in terms of soluble proteins (SP), enzyme
actavity: superoxid dismutase activity (SOD), guaiacol peroxidase activity (GPx) and pyrogallol
peroxidase activity (PPx) was recorded. Biochemical analysis of fruits suggested significant
differences in contents of primary metabolites (sugars, organic acids) and secondary
metabolites (phenols, tannins, proanthocyanidins, flavonoids, anthocyanins). Antioxidant
activity were also tested (DPPH, FRAP, ABTS i TRC assays). The differences in the chemical
composition were influenced by several factors. There were cultivars specificities and intensity
of infection, as well as the interaction of the two that induced differences. The majority of the
genotypes examined showed high polyphenolics content, while under the infection, the content
was significantly lower. Based on the results obtained, the secondary metabolites content can be

used as one of the parameters for evaluating the resistance of sweet cherry cultivars to brown
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1. UVvOD

Vocéarstvo spada u jednu od najznacajnijih grana poljoprivrede u nasoj zemlji, koja se
prostire na relativno malom prostoru u odnosu na druge poljoprivredne delatnosti (ratarstvo i
povrtarstvo). Rezultati popisa poljoprivrede iz 2012. g. ukazuje na to da vocnjaci u Srbiji
zauzimaju 163.310 ha (bez jagode), odnosno 4,8% povrsina ukupnog poljoprivrednog zemljista
(Republicki zavod za statistiku, 2012), Sto je mali udeo s obzirom da se Srbija nalazi u

klimatskom pojasu u kome preovladavaju povoljni zemlji$ni uslovi za gajenje vocaka.

Proizvodnja voca, kao delatnost poljoprivrede doprinosi razvoju i drugih industrijskih
grana, kao S$to su farmaceutska, preradivacka, hemijska, kao i razvoju usluznih delatnosti poput
transporta, trgovine i turizma (Nikoli¢ i sar., 2012). Gajenje vocaka zahteva angazovanje velikog
broja radne snage, $to kod nekih vo¢nih vrsta znac¢ajno moze da poveca rashode u proizvodnji.
Vece povrsine pod voéem koje se gaji na nagnutim terenima moze spreciti eroziju zemljista i
pospesiti mikroklimu. Vocarstvo daje vazan doprinos u ishrani stanovniStva jedne zemlje jer je
vo¢e hrana izrazite nutritivne vrednosti. Ono sadrzi razli¢ita jedinjenja veoma vaZna za
odrzavanje zdravlja ljudi. Polen i nektar vo¢aka u znatnom obimu koriste i pcele u svojoj ishrani,
¢ime se neposredno uti¢e na bolje oprasivanje i dobijanje meda (Nikoli¢ i sar., 2012). Pored toga
Sto se koristi u svezem stanju, ujedno je i zna€ajna sirovina za dobijanje razlicitih preradevina.
Za preradu se Cesto, pored plodova, koristi i drvo vocaka (Ninkovski, 1998; Beker i sar., 2010;
Angin, 2014).

U odnosu na druge biljne vrste, u proizvodnji voca u Srbiji, treSnja se u Srbiji nalazi na
osmom mestu sa uces¢em od 2,7%. Ukupne povrSine, prinos, kao i prinos po stablu svake godine
rastu znacajno. U Srbiji u periodu 2005-2008. ukupna proizvodnja se povecala sa 20.000 na
30.000 t, a prosecni prinos sa 10,7 na 16 kg/stablu (Ognjanov i sar., 2011). Tre$nja se u Srbiji
gaji na 3,7 hiljada hektara, a viSe od Cetvrtine ukupnih povrSina nalaze se u opstini Grocka.
Nikoli¢, (2018) je dosla do rezultata da proizvodnja treSnje ima izraZene oscilacije po godinama,
Sto ¢ini 1,7% ukupne proizvodnje analiziranog vo¢a u Srbiji i svrstava je na deveto mesto u

ukupnoj proizvodnji voca.

Tre$nja je deficitarna voc¢na vrsta, koja na trzistu postize visoku cenu. Republika Srbija ima

povoljne uslove (klimatske i zemljiSne) za gajenje ove vocéne vrste, stoga je vazno povecati i
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unaprediti proizvodnju uvodenjem savremene tehnologije (Misi¢, 2002; Nikoli¢, 2000). Zasadi u
naSoj zemlji su uglavnom ekstenzivnog tipa, sa sortimentom koji ve¢ dugo nije bitnije
osavremenjavan.

Proizvodnju treS$nje u intenzivnoj proizvodnji “ograni¢ava” veliki broj bolesti i Stetocina.
Razvijajuéi se u zajednickom ekosistemu sa svojim parazitima i raznim drugim prouzrokovacima
oStecenja, biljke su tokom evolucije izgradivale svoje odbrambene sisteme sa kojima su se
uspesno suprotstavljale dejstvu svih nepogodnih spoljnih ¢inilaca. Posto su ,,nepokretne®, biljke
ne mogu napadati druge organizme, one se mogu samo braniti, pa su zato svi njihovi mehanizmi
odbrane defanzivne prirode (Cowling i Horsfall, 1980).

Sve biljne vrste napadaju razliCite bolesti u koje spadaju: gljive, bakterije, virusi,
fitoplazme. Od svih fitopatogenih organizama najrasprostranjenije su gljive koje prouzrokuju
mikoze. Najznacajnije mikoze kostiCavih vocaka su: Blumeriella jaapii (ospicavost lis¢a),
Monilinia spp. (trulez ploda, suSenje grana i cvetova), Stigmina carpophila (resetavost lis¢a),
(Mileti¢ i Tamas, 2011).

Simptome koje izazivaju vrste roda Monilinia spp. manifestuju se suSenjem grana i
grancica, a kasnije 1 trulezi plodova (Balaz i1 sar., 2012; Holb, 2003). Na svim koSticavim
vockama, u kiSnim godinama prac¢enim visokim temperaturama i visokom vlazno$¢u vazduha,
Monilinia spp. mogu naneti znacajne gubitke u proizvodnji. Simptomi oboljenja se ispoljavaju na
cvetovima, mladarima, gran¢icama 1 plodovima. Inficirani cvetovi dobijaju mrku boju, suse se 1
opadaju. Sa inficiranih cvetova zaraza prelazi na letoraste koje moZze prstenasto da zahvati. Iznad
zahvacenog dela dolazi do njihovog suSenja (Jones i Sutton, 1996). Plodovi kosticavih vrsta
vo¢aka mogu biti zaraZeni u svim fazama razvoja, od zametanja do pune zrelosti. Medutim,
zeleni plodovi znatno su otporniji od plodova u fazi dozrevanja (Hrusti¢, 2013; Balaz i sar.,
2012). S obzirom da se infekcija gljivom deSava u fazi cvetanja, aplikacija fungicida se vrsi u
fazi cvetanja (jedno do dva tretiranja) i jedno u fazi pocetka dozrevanja plodova.

U poslednjih nekoliko godina istrazivanja u biotehnologiji su bazirana na ispitivanju
biohemijskog sastava razlic¢itih biljnih organa, kao i ispitivanja sastava biljaka pod uticajem
nekih ekoloskih cinilaca, kao i nakon tehnoloSkih postupaka. Istrazivanja su fokusirana, pored

primarnih  biomolekula, i na sekundarne biomolekule, najces¢e polifenole. Radi se o
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jedinjenjama koja se prirodno pojavljuju u svim vrstama vocaka kao rezultat sekundarnog
metabolizma i koja imaju razlicite funkcije u biljkama (Veberi¢ i sar., 2012).

Pored “odbrambene” funkcije , fenoli su veoma vazni i zbog toga Sto njihovo prisustvo
znacajno uti¢e na boju i ukus ploda (Kim i sar., 2003). Sve je viSe literaturnih podataka o
prirodnim fenolima u plodovima i drugim biljnim delovima kao preradevinama voéa (Stampar i
sar., 2006), zbog njihovog povoljnog uticaja na zdravlje ¢oveka, kao i zbog komercijalne
upotrebe. Plodovi voca predstavljaju kompleksne mesavine polifenola, koje se nalaze u
razli¢itim oblicima u biljakama. U hemijskom smislu, fenoli u plodovima su uglavnom fenolne
kiseline i flavonoidi, koji su podeljeni na nekoliko podklasa. Glavne flavonoidne grupe cine:
flavonoli, antocijanidini i flavanoli. Pored razlika u samoj strukturi, fenoli mogu biti povezani sa
razli¢itim ugljenim hidratima i organskim kiselinama i jedni s drugima (Veberi¢ i sar., 2012).
Generalno, vise fenolnih kiselina i flavonoida se nalaze u pokozici plodova vocaka zbog svoje
uloge u odbrani od bioti¢kih i abiotickih faktora spoljasnje sredine.

Tre$nja predstavlja dobar izvor primarnih (Seéera i organskih kiselina) i sekundarnih
(fenolnih jedinjenja) biomolekula. Sastav i koncentracija ovih jedinjenja u velikoj meri uticu na
karakteristike ukusa kao i na kvalitet plodova (Blando i sar., 2004; Kim i sar., 2005; Fazzari i
sar., 2008). Fenoli su veoma vazni za biljke jer grade integralni deo strukture celijskog zida,
uglavnom kao polimeri. Struktura pigmenata, primarnih i sekundarnih biomolekula se moze

menjati tokom faza sazrevanja ploda (Eltaieb i Roddick, 1984).

U nauci i u praksi, veoma je vazno istaknuti fenole koji imaju kljuénu ulogu u otpornosti,
tj. reakciji biljke da se odupre infekciji razli¢itih patogena (Mikuli¢-Petkovsek i sar., 2010;
Wallace i Fry, 1994; Strack, 1997). U uslovima stresa (oStecenje tkiva, infekcija) u biljkama se
kao odbrambeni mehanizam indukuje sinteza polifenolnih jedinjenja (Britton, 1983; Dixon i
Paiva, 1995). Fenoli spadaju u neenzimske antioksidante. Takvu funkciju imaju i enzimski
antoksidantni odbrambeni sistemi. Uloga antioksidantnih odbrambenih sistema je da se
»suprotstave oksidativnom oStec¢enju od reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (reactive oxygen species,
ROS). Neki od antioksidantnih enzima su superoksid-dismutaze (SOD), katalaza (Cat), glutation
reduktaza (GR), glutation-S-transferaza (GST) i razne vrste biljnih peroksidaza (Px)
(Nizzamuddin i sar., 1987). lako zivi organizmi podleZzu starenju izazvanom dejstvom

prooksidanata, minimalna akumulacija oSte¢enih cCelijskih komponenata se postize visestrukim
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dejstvom antioksidativnih jedinjenja i enzima koji repariraju ili uklanjaju oSte¢ene komponente

(Tumbas, 2010).



Fitohemijska analiza i antioksidantni kapacitet plodova tre$nje inficiranih gljivom Monilinia laxa Aderh i Ruhl,
B. Borkovi¢

2. PREGLED LITERATURE

2. 1. Rasprostranjenost i znacaj treSnje u voc¢arskoj proizvodnji

Kosticave voéne vrste dominiraju u ukupnoj vocarskoj proizvodnji u Srbiji, kako po broju

stabala, tako i po koli¢ini plodova koji se proizvedu. Medutim, proizvodnju kosti¢avih vocaka
ugrozava veliki broj patogena medu kojima se posebno isticu vrste roda Monilinia, Siroko
rasprostranjene u svim vocéarskim regionima sveta (Hrusti¢, 2013).
Tres$nja (Prunus avium L.) je jedna od najstarih vo¢nih vrsta ¢ije su plodove ljudi koristili od
davnina. Novije sorte su uvezene krajem XIX veka iz Zapadne Evrope. Kod nas su dugo gajene
samo domace, autohtone sorte, a od 1950. pocinje uvodenje u proizvodnju i novijih,
komercijalnih sorti, krupnijeg ploda.

Po proizvodnji tre$nja se u svetu nalazi na Sestom mestu, od toga se najveci deo proizvede
u Evropi (44%), Aziji (39%) i Severnoj Americi (13%) (Ili¢i¢, 2016). Prema podacima
Republickog zavoda za statistiku, u nasoj zemlji u 2011. godini u rodu se nalazilo 1.864.000
stabala treSnje sa ukupnim prinosom od 28.557 tona, a prema podacima FAO, 2009. godine
Srbija se nalazi na 18 mestu u svetu po proizvodnji tre$nje (Blagojevi¢ i Bozi¢, 2012). Prema
Sredojevicu (2011), tre$nja se uglavnom gaji na porodi¢nim gazdinstvima, dok manje od 1 %

proizvodnje pripada preduze¢ima 1 zadrugama.

TreSnja je kosSti¢ava voéna vrsta koja spada u jedno od najranijeg sezonskog voca koja se
preteZzno koristi za potroSnju u svezem stanju. Radi se o vrsti koja nema neke posebne zahteve u

pogledu zemljista, klime 1 geografskog mesta (nadmorska visina).

Za razliku od nekih drugih poljoprivrednih useva (jabuka), u toku godine ova biljka ima
znac¢ajno manji broj pesticidnih tretmana, pa se stoga moze uvrstiti u grupu zdravstveno
bezbednijih proizvoda. Sezona potro$nje tresnje kod nas traje oko mesec i po dana, do kraja juna.
Pored stone potrosnje u domacinstvu, treSnja se koristi i u preradivackoj industriji, 1 to za
proizvodnju dZzemova, kompota, voénih salata, sokova. Znacaj treSnje u vocarskoj proizvodnji
zna¢ajno umanjuje to $to je za branje potrebna velika radna snaga usled sitnih plodova i velikih

dimenzija stabla, te se zbog toga u nauci tezi ka stvaranju slabo bujnih vegetativnih podloga
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(Milatovi¢ i sar., 2015). Pored upotrebe ploda u ishrani, koStice se mogu koristiti u proizvodnji
aktivnog uglja (Beker i sar., 2010; Angin, 2014). Drvo se moze Koristiti za izradu namestaja i

muzickih instrumenata, ali nije dobro za izradu gradevinske stolarije jer brzo propada i truli
(Ninkovski, 1998).

2. 2. Sistematsko mesto i klasifikacija sorti treSnje

Po sistematici biljaka, treSnja, Prunus avium L. ima sledecu klasifikaciju:

Carstvo: Plantae
Razdeo: Magnoliophyta
Klasa: Magnoliopsida
Red: Rosales
Porodica: Rosaceae
Rod: Prunus

Vrsta: Prunus avium

Slika 1. Prunus avium L. (original)

TreS$nja je listopadno drvo, ponekad dostigne visinu i preko 20 m (Slika 1). Listovi se
nalaze na lisnim drSkama, pri ¢ijim se osnovama nalaze dve Zzlezde. Plod je monokarpna
koStunica, loptast je i moze biti tamno crvene, ruziaste ili Zute boje. TreSnjin plod je mesnat i
slatkog je ukusa (Mratini¢ i Koji¢, 1998). Pre¢nik ploda je oko 1 centimetar, a kod kulturnih sorti

moze biti i znatno krupniji.

U svetu postoji 2000 sorti tresnje, medutim sortiment u Srbiji je dosta zastareo, i potrebno
je introdukovati nove sorte. Dominiraju starije sorte kao Sto su Germersdorfska, Hedelfingelska,
Lionska rana i Napoleonova (Milatovi¢ i sar., 2011). Za razliku od prethodnih, manje su
zastupljene Stela, Burlat, VVan i Droganova zuta, ali gaje se i autohtone stare sorte kao §to su
DPurdevka, Crnica i Belica (Nikoli¢ i sar., 1999).

10
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Prema Milatovi¢u i sar., (2015), postoji viSe kriterijuma kako bi se mogla izvrSiti
klasifikacija sorti treSnje (Tabela 1). Za klasifikaciju prema vremenu zrenja, kao standard se

koristi sorta Burlat, ¢ije je prosecno vreme zrenja 20. maj.

Tabela 1. Kriterijumi klasifikacija sorti tresnje (Milatovi¢ i sar., 2015)

Kriterijum Klasifikacije napomena
crvena
.. " sarena (osnovna zuta i dopunska crvena)
prema boji pokozice N
zuta
. obojen
prema boji soka J€N
bezbojan
meko
. . srednje ¢vrsto
prema ¢vrsto¢i mesa N
¢vrsto
sitan
srednje krupan
prema krupno¢i ploda krupan

veoma krupan
potros$nja u svezem stanju
industrijska prerada

prema nameni

vrlo rane (2 do 8 dana pre Burlata)
rane (do 5 dana posle Burlata)
srednje rane (6 do 12 dana posle Burlata)
. srednje pozne (13 do 19 dana posle Burlata)
prema vremenu zrenja pozne sorte (20 do 26 dana posle Burlata)
vrlo pozne sorte (27 do 33 dana posle Burlata)

Prema Ninkovskom (1998), po zastupljenosti, sorte tresnje su podeljene na:

a) vodece sorte (za proizvodne zasade) kakve su: Burlat, VVan, Stella i Bing;

b) pratece sorte (koriste se kao oprasivaci): Suvenir, Compact Stella, Imperor Francis,
Lambert, Germerzdorfska i Droganova Zuta;

c) sorte lokalnog znacaja (pretezno autohtonog porekla): Primavera, Lionska rana, Asenova
rana, Hedelfigenska, Denisenova rana i perspektivne: Sunburst, Lapins, New Star,
Sweetheart i Celeste.

Pored navedenih, danas se sve viSe gaje i sorte Rita, Early Star, Early Lory, Burlat, Benton,
Skena, Carmen, Vera, Cristalina, Katalin, Summit, Regina, Black Star, Kordia, DZordzija i
Valerij Ckalov (Ili¢i¢, 2016).

11
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Jedna od vaznijih odlika sorti koja je u vezi sa otpornoS¢u na trulez (prouzrokovac: M.
laxa) jeste debljina pokozice ploda. One sorte koje su sklonije pucanju, kod njih se, po pravilu, u
vedini slucajeva javlja trulez (Holb, 2006). Sorte sa debljom pokozicom manje su osetljive na
trulez ploda, u odnosu na sorte sa tankom pokozicom. Otpornost na trulez plodova se gubi
ukoliko dode do povrede epidermisa ploda. Zbog toga, sorte otporne na ovaj patogen moraju da
poseduju i1 dobru otpornost na pucanje ploda usled kise (Milatovi¢ i sar., 2011). Otpornost na
pucanje ploda je ekonomski veoma znacajna osobina treSnje. Sorte koje se u oplemenjivanju
koriste kao potencijalni donori ove osobine su: Sue, Sam, Riversova rana, Viva, Kristin, Lapins,
Kordija, Tehlovan, Regina, Fertard, Blek star (lezzoni i sar., 1991; Sansavini i Lugli, 2008).

2. 3. Biljka i patogen

Biljni svet je u neprekidnoj opashosti od napada mnogobrojnih parazita za koje biljni
organizam predstavlja prirodnu sredinu za zivot i razvoj. Biljni paraziti su razliciti (gljive,
bakterije, virusi, fitoplazme) sa velikim potencijalom razmnozavanja i reprodukcije. Razvijajuci
se u zajednickom ekosistemu sa svojim parazitima i raznim drugim prouzrokovacima ostecenja,
biljke su izgradivale svoje odbrambene sisteme s kojima su se uspesno suprotstavljale dejstvu

svih nepovoljnih spoljnih ¢inilaca.

2. 3. 1. Reakcija biljke na prisustvo patogena

Uzroci stresa mogu biti bioti¢ki (gljiva, bakterija, virus) 1 abioti¢ki (temperatura, teski
metali, polutanti). Prilikom dejstva ¢inioca spoljne sredine u vecini slucajeva se javlja oStecenje
tkiva. Prilikom napada patogena biljka se “bori” da zaustavi dalje Sirenje infekcije.
Hipersenzibilna reakcija (HR) je analogna rekcija koja dovodi do stvaranja nekroti¢nih lezija na
mestu infekcija i na taj nacin dolazi do zaustavljanja daljeg Sirenja patogena (Delledonne, 2005).
Mehanizam kojim biljke reaguju na infekciju (napad patogena) analogan je imunoloskoj reakciji
zivotinja kod koje makrofagi ubijaju bakterije dejstvom aktiviranih oblika kiseonika i azot
monoksida (NO). U HR najvazniju ulogu imaju ROS (reaktivne kiseoni¢ne vrste) i RNOS

(reaktivne azotne vrste) koji dovode do “oksidativne ekspolozije” (Popovié i Stajner, 2008).

12
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Nastajanje HR se deSava u nekoliko reakcija (Slika 2). Reakcijom izmedju NO i Oz nastaje
OONO  koji sa H20, dovodi do krajnjeg proizvoda HR tj. nekroze tkiva. Pored hipersenzibilne
reakcije koja nastaje na mestu napada patogena, moze do¢i i do toga da biljka postane rezistentna

na dati patogen, tj. dolazi do biohemijskih promena koje dovode do otpornosti (Delledonne,
2005).

0,
NA -
ok ]?(:-,H -lignifikacya
ssicaz SOD -antimikrobna
= —== < aklivnost

-indukeija gena
Ca2t (GST, GSH-Px)

HR
Ca*
Gomd—{)
/ lGC
——
-S-nitrozilacija ) @
-regulacija funkeije protema \/

Patogen

-signalna transdukeija

PR
profeini

41 PAL
p-kumarna B CA —= PHE ﬂ
kiselina
l \ kafena
ferulna kiselina
—> SAR

p-kumaroil flavonoidi
CoA  fitoaleksini

Slika 2. Uloga ROS i NO radikala za vreme hipersenzitivne reakcije (HR) u razvoju sistemske
rezistentnosti (Delledonne, 2005), GC (guanilat-ciklaza), cGMP (cikli¢ni guanozin-monofosfat), CADPR
(ciklicna ADP riboza), SA (salicilna kiselina), PR protein (pathogenesis related proteins/protein
patogeneze), PHE (fenilalanin), CA (cimetna kiselina), PAL (fenilalanin amonijum lijaza), HR

(Hypersensitive response/hipersenzibilna reakcija), SAR (Systemic acquired resistance/sistemska
rezistentnost), C4H (cinamat 4-hidrolaza)

Lipidna peroksidacija predstavlja metabolicki proces koji se deSava u aerobnim uslovima 1
najvise je istrazivan od svih posledica aktivnosti ROS na strukturu i funkciju ¢elijskih membrana

(Kiprovski, 2013). Ovaj proces je reakcija nastanka lipidnih peroksida (LOOH), koji nastaju u
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reakciji ROS i nezasi¢enih masnih kiselina (Malen¢i¢ i sar., 2003). Lipooksigenaza (LOX) je
enzim Kkoji katalizuje reakciju lipidne peroksidacije. Ovaj enzim ima ulogu u formiranju
hidroperoksida (LOOH) koji se vrlo brzo razlazu u druga rektivna jedinjenja (Popovié¢ i Stajner,
2008). Nezasicene masne kiseline koje se nalaze u membranskim fosfolipidima posebno su
osetljive na napad ROS-a. Hidroksil radikal "“OH mozZe dovesti do peroksidacije nekih

nezasi¢enih masnih kiselina.

Peroksidacija masnih kiselina tokom napada ROS-a dovodi do smanjenja fluidnosti i
povecanja permeabilnosti membrane. Nekoliko reaktivnih vrsta, kao npr. aldehidi i alkoholi,
formiraju se razgradnjom lipidnih hidroperoksida (Davies, 2000). Malondialdehid (MDA) jedan
je od finalnih proizvoda peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina fosfolipida, i odgovoran je za
oste¢enja plazmaleme (Gutteridge, 1995, Halliwell i sar, 1993). Istrazivanja su pokazala da je
efekat reproduktivnih organa patogene gljive Phytophtora infestans kod krompira povecao

dejstvo enzima lipooksigenaza, a samim tim i lipidne peroksidacije (Gobel i sar, 2003).

Prema Girotti, (1985), Abuja i Albertini (2001), lipidna peroksidacija (Slika 3) se odvija u

tri faze:

a) inicijacija u kojoj dolazi do eliminacije atoma vodonika metil grupe molekula nezasi¢ene
masne kiseline pod uticajem reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (hidroksil radikal, peroskil radikal)
(Sharma i sar, 2012);

b) propagacija u kojoj nastali alkil radikal intramolekulskim premestanjem dvostruke veze
prelazi u konjugovani dien koji sa kiseonikom gradi peroksil-radikal (LOO‘). Sa susednog
molekula nezasi¢ene masne kiseline oduzimanjem vodonikovog atoma se formira novi alkil
radikal, dok se peroksil-radikal stabilizuje gradeé¢i hidroperoksid (LOOH) (Popovié¢ i Stajner,
2008);

¢) terminacija koja obuhvata reakcije koje se odigravaju izmedju slobodnih radikala (alkil-
radikali, peroksil-radikali) pri ¢emu nastaju tercijarni produkti oksidacije, stabilni i nereaktivni

dimeri i polimeri (Popovi¢ i Stajner, 2008).
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Slika 3. Reakcije lipidne peroksidacije (http://www.wikiwand.com/sl/Reaktivna_kisikova_spojina)

2. 3. 2. Fitopatogeni treSnje

Sve gajene biljne vrste napada veéi broj prouzrokovaca bolesti (gljive, bakterije, virusi,
fitoplazme). Najznacajnije fitopatogene gljive treSnje su prouzrokovaci susenja cvetova, rodnih
grancica i trulezi plodova gde spadaju Monilinia laxa (Aderh. i Ruhl.), Honey (1945), Monilinia
fructicola (G.Winter) i Honey (1928) i Monilinia fructigena Honey, (1945). Pored navedenih
vrsta, ekonomske Stete u vidu ospicavosti lista treSnje u naSim agroekoloSkim uslovima
prouzrokuje Blumeriella jaapii (Rehm). U nekim godinama, zna¢ajno mogu da ostete vocarke

zasade 1 gljive kao S§to su Stigmina carpophila (Lév.) M.B. Ellis, (1959) koja prouzrokuje
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reSetavost lista i prouzrokovac citosporoznog izumiranja tresnje Citospora cincta (Fr:Fr.) Hohn

(Ogawa i sar., 2008; Balaz i sar., 2012).

Gljive iz roda Monilinia pripadaju carstvu Fungi, razdelu Ascomicota, podrazdelu
Discomycetes, klasi Pezizomycotina, podklasi Leotiomycetes, redu Helotiales, familiji
Sclerotiniaceae (Vasi¢, 2016). U povoljnim godinama za razvoj patogena, vrste roda Monilinia
mogu u potpunosti da uniste prinos (Ogawa i sar., 1995; Hong i sar., 1997; Balaz, 2000; Larena 1
sar., 2005). Istrazivanja su pokazala da je u prirodnoj infekciji Monilinia laxa kod kosticavih
vocaka prisutna u 96,34% sluéajeva, dok je zastupljenost ostalih vrsta roda Monilinia znatno
manja: M. fructigena 2,44% slucajeva, M. fructicola 1,22% slu¢ajeva (Hrusti¢, 2013). Shodno

tome, M. laxa spada u najznacajnije fitopatogene tresnje.

Pored bolesti koje prouzrokuju gljive, po znacaju se izdvajaju i biljne bekterioze.
Najznacajnije bakterije su Pseudomonas syringae pvs. (van Hall 1902.) koja izaziva bakteriozno
izumiranje tre$nje, zatim bakteriozni rak korena koju prouzrokuje Agrobacterium tumefaciens
(Smith i Townsend, 1907; Arsenijevi¢, 1997; Obradovi¢ i sar., 2010; Gavrilovi¢ i Milijasevi¢,
2004; Balaz i sar., 2012). Pored navedenih bakterija treSnju mogu parazitirati i Xanthomonas
arboricola pv. pruni (Smith) (Vauterin i sar., 1995) prouzrokova¢ bakteriozne pegavosti,
reSetavosti lista 1 rak rana koSti¢avih vocaka. Prisustvo ove bakterije u naSoj zemlji do sada nije

eksperimentalno potvrdeno (Ili¢i¢, 2016).

Najznacajnije viroze treSnje su: sitnicavost plodova treSnje (LChV-1), Sarenilo lista visnje
(CVA), rdasto Sarenilo lista (CNRMYV), prstenasta pegavost lista (CGRMYV), nekroze kore §ljive

u asocijaciji sa raznim drugim virusima (PBNSPaV) (Sabanadzovi¢ i sar., 2005).

Pored mikoza, bakterioza i viroza, kostive vocke parazitiraju i fitoplazme. Prema domacéim
litaraturnim izvorima kod nas ne postoji dovoljno utemeljenih eksperimentalnih podataka o

prisustvu fitoplazmi na tresnji (Ili¢i¢, 2016).

U svetu, najznacajnije fitoplazmoze su: X — disease (X — disease i Western X disease)

(Kirkpatrick i sar., 2008), cherry lethal yellows (Zhu i sar., 1998) i cherry little leaf (Valiunas i
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sar., 2005). U Evropi je prisutna fitoplazma Evropskog Zutila kosti¢avih vo¢nih vrsta (European
Stone Fruit Yellows, ESFY) na kajsiji, breskvi, Evropskoj §ljivi, visnji, tre$nji, crnom trnu i
bademu (Navratil i sar., 2001; Fialov4 i sar., 2004).

2. 3. 2. 1. Mrka trulez plodova tresnje
Prouzrokovaé: Teleomorf: Monilinia laxa Aderh. i Ruhl.
Anamorf: Monilia laxa Aderh. i Ruhl.

Brown rot

Monilinia spp. (M. laxa, M. fructigena i M. fructicola) predstavljaju fitopatogene gljive
koje prouzrokuju trulezi plodova, suSenje grana i cvetova a moze da zarazi razliCite vrste
vocaka. Domacini na kojima parazitiraju iz roda Monilinia su sve jabucaste i kosti¢aste vocke s

tim da M. laxa parazitira u veéini slu¢ajeva vis$nju, tre$nju, kajsiju i §ljivu.

Simptomi. Istrazivanja su pokazala da se prvi simptomi na plodovima ispoljavaju pojavom
manjih kruznih, mrkih pega, koja se poput oreola obrazuju oko mesta infekcije, naj¢es¢e na
mestu neke rane i1 povrede. Ove rane najceSce nanose insekti, koji oSte¢ivanjem ploda delovima
tela ili usnim aparatom omogucuju lako prodiranje gljive u tkivo domacina. Pored ovog nacina
prodiranja patogena, takode do infekcije moze do¢i 1 na mestu dodira izmedu dva ploda (Hrustic,
2013). Razvojem oboljenja, pega se koncentricno §iri u ve¢em broju slucajeva, a u prisustvu
padavina, visoke vlaZnosti vazduha i visoke temperature za nekolika dana trulez zahvata cele

plodove (Holb, 2008; Ivanovi¢ i Ivanovi¢, 2017).

Ciklus razvoja i epidemiologija. Patogen prezimi u zarazenim biljnim delovima (Slika 3),
narocito na zarazenim granc¢icama, granama, osuSenom liS¢u, mumificiranim plodovima (Byrde 1
Willetts, 1997). Na prolece, patogen proizvodi konidije na pomenutim zarazenim biljnim
ostacima, a prve infekcije se deSavaju u fenofazi cvetanja (Balaz i sar., 2012). SavrSeni stadijum
gljive (teleomorf) uglavnom se moze dobiti u in vitro uslovima, a u prirodnim uslovima se retko
javlja (Batra and Harada, 1986). Apotecije, koje se pojavljuju u obliku peCurke na
mumuficiranim plodovima, proizvode askospore. Za razliku od savrSenog, nesavrseni stadijum

(Monilia laxa) je prisutan u prirodnim uslovima. Za ostvarenje infekcija, u nasim uslovima,
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najveci zna¢aj imaju konidije (Balaz i sar., 2012). Konidije se $ire tokom prole¢a putem vetra i
kiSe 1 vrSe zarazu cvetova (Byrde i Willetts, 1997). Inficirani cvetovi su odgovorni za
proizvodnju sekundarnog inokuluma koji dalje nastavljaju ciklus bolesti tokom prole¢ne sezone.
Micelije gljive rastu kroz cvetne delove i tako dospevaju u grancice i prouzrokuju njihovo
susenje (Milatovic¢ i sar., 2015). Infekcije cveta se deSavaju i na temperaturama ispod 10 °C, ako
ki$ni period traje duze od 24 h (Joseph i sar., 1995), ali optimalne temperature za ostvarivanje
infekcije Monilinia spp. se kre¢u u intervalu od 22-25 °C. Na ovim temperaturama dovoljno je
da cvet bude vlazan 3-4 h (Mileti¢c i Tamas, 2011). Infekcije ploda javljaju se u vreme
dozrevanja, ali najznacajnije infekcije deSavaju se preko mehani¢kih povreda (abiotickih ili
biotickih) (Ram i Bhardwaj, 2004). Gibert i sar. (2009) smatraju da najznacajniji put prodora
patogena predstavljaju pukotine na kutikuli. One nastaju kada plod dostigne maksimalni porast,

nekoliko nedelja pred berbu, a pukotine ¢ine 10% povrsine ploda.
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Slika 3. Bioloski ciklus gljive Monilinia laxa (Agrios, 2005)
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Zastita. S obzirom da se infekcija gljivom deSava u fazi cvetanja, aplikacija fungicida se vrsi u
fazi cvetanja (jedno do dva tretiranja) i jedno u fazi pocetka dozrevanja plodova (vodeéi racuna o
karenci). S obzirom da se patogen odrzava u obliku micelije u mumijama ili u zarazenim
gran¢icama, jedna od nepesticidnih mera je uklanjanje zarazenog biljnog materijala u vo¢njaku.
U voénjacima u kojima se ne primenju sredstva za zastitu bilja, izvor infekcije mogu biti i1 zeleni

plodovi (Balaz i sar., 2012).

Pored prouzrokovaca bolesti, prinos i normalno razvi¢ée mogu da izazovu i StetoCine
tre$nje. Najznacajnije StetoCine ploda tresnje su: Rhagoletis cerasi (tre$njina muva) koja napada
srednje kasne i kasne sorte tresnje, Drosophila suzuki (vinska musica tackastih krila) koja polaze
jaja u plodove (u fazi zrenja), Rhynchites auratus (tresnjin svrdlas) koji se hrani tek zametnutim
plodovima. Navedene Steto¢ine oStecuju plod, smanjuju trziSnu vrednost, a pored toga oste¢uju

kutikulu, 1 omogucavaju uslove za razvoj biljnih bolesti (Milatovi¢ i sar, 2015).

2. 4. Hemijski sastav ploda treSnje

Kvalitet plodova odreduje se na osnovu oblika, boje i veli¢ine, sadrZzajem primarnih
metabolita (Secera, organskih Kkiselina) i sekundarnih biomolekula (uglavhom fenola i
karotenoida). Obe grupe metabolita znacajno doprinose ukusu i aromi voca (Veberic i sar., 2012;
Tomas-Barberan i Espin, 2001). Prema Milatovic¢u i sar. (2015), u sastav jestivog dela ploda
(Slika 4) ulaze: voda, Seceri, organske kiseline, proteini, masne kiseline, mineralne materije,
vitamini, aromati¢na jedinjenja, fenolna jedninjenja i dr. Najvec¢i udeo svezih plodova ¢ini voda
(Tabela 2) Najveci deo suve materije ploda ¢ine Seceri, od kojih su najvise zastupljeni glukoza i
fruktoza, dok je u manjim koli¢inama zastupljena saharoza (Tabela 2). Od organskih kiselina
najvise je zastupljena jabucna kiselina (preko 90%), dok su ostale kiseline zastupljene u manjem
broju (¢ilibarna, limunska, Sikimska, fumarna) (Girard 1 Kopp, 1998; Usenik 1 sar., 2008).
Promene u sadrZaju organskih kiselina i odnosu se¢era mogu dovesti do promena u ukusu vocaka
i ¢vrstine ploda (Colari¢ i sar., 2005). Karakteristike ukusa su povezane sa jedinjenjima koje

odlikuje rastvorljivost u vodi.
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Slika 4. Popre¢ni presek ploda tresnje (https://vrijeschoolpedagogie.com/2015/05/page/2/)

Sladak ukus se najviSe pripisuje monosaharidima 1 disaharidima. Kiseli ukusi su povezani sa
organskim kiselinama i pH vrednosti, dok je gorak ukus ¢esto povezan sa prisustvom
sekundarnih metabolita. Na nivo Secera i organskih Kiselina, koje zavise od genotipa, utiu i
faktori spoljasnje sredine, kao i tehnologije proizvodnje (Hudina i Stampar, 2009; Colari¢ i sar.,
2005).

Vitamini spadaju u esencijalne materije, pa je vazno unosenje hrane bogate vitaminima za
normalno funkcionisanje organizma. Ovu voénu vrstu karakteriSe veéi sadrzaj vitamina A,
odnosno njegovog provitamina beta karotena (Tebela 2), dok je zastupljen umeren sadrzaj

vitamina C (McCune i sar., 2011; Belitz i sar., 2009).

Pored atraktivnog izgleda, treSnja poseduje i niz lekovitih svojstava. Plod tresnje
karakteriSe velika antioksidantna aktivnost. Lekovitost ploda karakteriSu fenolna jedinjenja,
zastupljena kako u pokozici, tako i u mesu ploda. Ova jedinjenja predstavalju vazan faktor u
odbrani od bioti¢kog ili abiotickog stresa kod biljaka. Sastav i koncentracija polifenola u velikoj
meri uticu na karakteristike ukusa i na kvalitet plodova (Blando i sar., 2004; Kim i sar., 2005.,

Fazzari 1 sar., 2008). Istrazivanja su pokazala da je antioksidantna aktivnost u jakoj korelaciji sa
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ukupnim sadrzajem fenolnih jedinjenja i da se povecava sa zrelos¢u plodova (Serrano 1 sar.,
2005).

Tabela 2. Sadrzaj vode, primarnih biomolekula i mineralnih materija u plodu tresnje (USDA National

Nutrient Database, 2018)

Hranljive materije ploda tre$nje  jedinica (na kg

mere sveZe
mase)
Voda g 822,50
Ukupni Seceri g 128,20
Glukoza g 65,90
Fruktoza g 53,70
Saharoza g 1,50
Galaktoza g 5,90
Maltoza g 1,20
Proteini g 11,00
Masti g 1,20
Dijetetska vlakna g 21,00
Ukupne min. materije (pepeo) g 4,80
Kalijum, K g 2,20
Fosfor, P g 0,21
Kalcijum, Ca g 0,13
Magnezijum, Mg g 0,11
Natrijum, Na mg 0
Gvozde, Fe mg 3,60
Mangan, Mn mg 0,70
Cink, Zn mg 0,70
Bakar, Cu mg 0,60
Vitamin C mg 70,00
Tiamin, B1 mg 0,27
Riboflavin B2 mg 3,30
Niacin B3 mg 1,54
Pantotenska kiselina B5 mg 1,99
Piridoksin, B6 mg 0,49
Folna kiselina, B9 mg 40,00
Holin mg 61,00
Vitamin A mg 30,00
Vitamin E mg 0,7
Vitamin K mg 21,00
Beta karoten mg 380,00

Polifenoli su od vaznosti za biljke jer grade integralni deo strukture celijskog zida,
uglavnom kao polimeri koji sluze kao mehanicka barijera u odbrani od mikroorganizama
(Wallace 1 Fry, 1994; Strack, 1997). Varijacije sadrzaja fenolnih jedinjenja (Tabela 3) u plodu
treSnje su posledica delovanja velikog broja faktora, koji pored genetskih, ukljucuju i podrucje

kultivacije kao mnogobrojne faktore Zivotne sredine (Dorman i sar., 2003).

21



Fitohemijska analiza i antioksidantni kapacitet plodova tre$nje inficiranih gljivom Monilinia laxa Aderh i Ruhl,
B. Borkovi¢

Tabela 3. Sadrzaj nekih polifenola u plodu tresnje (USDA National Nutrient Database, 2018)

Grupa polifenola jedinica mere (na 100 g sveze
mase)

Antocijanidini mg 32,01

Flavonoli mg 2,7

Flavanoli mg 9,8

Proantocijanidini mg 14,7

Antioksidanti predstavljaju svaki molekul koji prisutan ¢ak i u maloj koli¢ini znacajno
sprecava ili odlaze oksidaciju supstrata (Halliwell i Gutteridge, 2007). Biljke sintetiSu sve
neophodne antioksidante potrebne za normalno funkcionisanje, dok zivotinje jedan deo unose

ishranom.

Antioksidanti se mogu podeliti na:
a) enzimske i

b) neenzimske

Kao posledica procesa fotosinteze u biljkama dolazi do stvaranja molekularnog kiseonika i
u ovakvom okruzenju dolazi do spontanog "isticanja" elektrona iz elektron - transportnog lanca
koji onda veoma lako mogu da reaguju sa kiseonikom Sto dovodi do nastanka ve¢ pomenutih
reaktivnih  kiseoniénih vrsta ROS (Halliwell i Gutteridge, 1995). Uloga enzimskih
antioksidantnih odbrambenih sistema je da se ,suprotstave” oksidativnom oStec¢enju od
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Ovo ukljucuje antioksidantne enzime kao S§to su superoksid
dismutaze (SOD), katalaze (Cat), glutation reduktaze (GR), glutation-S-transferaze (GST) i razne
vrste biljnih peroksidaza (Px) (Nizzamuddin i sar., 1987).

U neenzimske antioksidante spadaju: polifenoli, redukovani glutation, vitamin C,
karotenoidi itd. (Halliwell i Gutteridge, 2007).
Nacin delovanja antioksidanata je specifican zavisno od vrste enzima i reakcije koju katalizuju.
Konacni rezultat svih tih reakcija je uklanjanje slobodnih radikala ili njihova transformacija u
nereaktivna jedinjenja (Britton, 1983).
Biljke sintetiSu mnostvo sekundarnih biomolekula koji ucestvuju u interakcijama biljke sa
spoljasnjom sredninom, tj. imaju ekolosku funkciju. TreSnja predstavlja dobar izvor fenolnih

jedinjenja, ugljenih hidrata i organskih kiselina. Njihov sastav i koncentracija u velikoj meri
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uticu na karakteristike ukusa, kao i na kvalitet plodova (Blando i sar., 2004; Kim i sar., 2005;
Fazzari i sar., 2008). Polifenolna jedinjenja su sekundarni biomolekuli koji se indukuju u
uslovima stresa (oSte¢enje tkiva, infekcija) (Britton, 1983; Dixon i Paiva, 1996). Njihova

aktivacija i akumulacija oko oste¢enog dela tkiva je jedan od odgovora biljke na stres.

2. 4. 1. Antioksidantni enzimi

2.4.1.1. Peroksidaze

Peroksidaze su enzimi koji su Siroko rasprostranjenji u biljnom svetu. Izgradene su iz
Cetiri podjedinice (tetramer), pri ¢emu svaka podjedinica sadrzi po molekul hema (Chelikani i
sar., 2004). Peroksidaze pripadaju oksidoreduktazama koje katalizuju razgradnju vodonik
peroksid (H2032), pri ¢emu nastaje H2O (Hiraga i sar., 2001). Kao jedan od najvaznijih enzima
antioksidativne odbrane protiv abiotickih i biotickih faktora, peroksidaze ucestvuju u sintezi
fitoaleksina (Passardi i sar., 2007).

Pirogalol peroksidaza (PPx) ucestvuje u rekciji uklanjanja H202 pri ¢emu nastaje H20, a

pirogalol sluzi kao supstrat koji donira elektrone za razgradnju H>O> (Rekcija 1).

pirogalol (SH) + H.0> » purpurogalin (S) + 2H20

Reakcija 1. Reakcija uklanjanja vodonik peroksida pod dejstvom pirogalol peroksidaze

Peroksidaze se mogu naci u raznim organelama poput mitohondrija, GoldZijevog aparata i
dr. Supstrati peroksidaza mogu biti razli¢ita fenolna jedinjenja (Elstner, 1994). Destrukcija
flavonoida izazvana aktivnos$¢u peroksidaza dovodi do nastajanja jedinjenja manje molekulske
mase hidroksibenzoata i hidroksicinamata (Popovi¢ i Stajner, 2008).

Peroksidize katalizuju reakciju izmedu vodonik peroksida i drugih reduktanata, i njihova
aktivnost je u korelaciji sa “odbranom” biljke od patogena (Jwa 1 sar., 2006). Pored toga Sto
ucestvuju u odbrani protiv patogena direktno, poznata je i1 njihova indirektna uloga u sintezi
polimera ¢elijskih membrana (kutina i suberina) koji predstavljaju “vaznu barijeru” u odbrani

protiv biotickog i abioti¢kog stresa (Quiroga i sur, 2000).
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2. 4. 1. 2. Superoksid-dismutaze (SOD)

Superoksid dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1) je zajednic¢ki naziv za grupu enzima koji
naizmeni¢no katalizuje dismutaciju (ili podelu) radikala superoksida (O27) u molekularni
kiseonik (Oz) ili vodonik-peroksid (H202) (Reakcija 2). Superoksid nastaje kao nusproizvod
metabolizma kiseonika 1 ako nije uklonjen, moze uzrokovati oStecenje celija (Hayyan 1 sar.,
2016). Vodonik peroksid je takode $tetan i njegovo razlaganje katalizuje enzim katalaza. Dakle,

SOD je vazna antioksidativna odbrana u svim zivim ¢elijama izlozenim kiseoniku.

Oz + O +2H" >»H202 + O
Reakcija 2. Nastajanje vodonik peroksida pod dejstvom SOD.

Svi SOD enzimi su metaloproteini koji u aktivnom centru sadrze metalne jone. Postoje tri
glavne vrste SOD, u zavisnosti od proteina i metalnog kofaktora (Quint i sar., 2006; Tainer i sar.,
1982):

a) tip Cu / Zn (koji vezuje i bakar i cink), (lokalizovani u citoplazminom matriksu i
hloroplastima

b) Fe i Mn tipove (koji se vezuju bilo gvozde ili mangan) (lokalizovana u mitohondrijama i
hloroplastima)

c) tip Ni (koji vezuje nikl) (lokalizovana u hloroplastima)

2.4.1. 3. Katalaza

Katalaza (CAT; EC 1.11.1.6), je tetramerni hemoproteinski enzim koji katalizuje uklanjanje
vodonik-peroksida do vode i molekula kiseonika (Reakcija 3), i ubraja se u najvaznije
katalizatore koji ucestvuju u antiksidantnom metabolizmu (Willekens 1997; Scandalios 1997).
Katalaza je kod biljaka pretezno lokalizovana u peroksizomima. U aktivnom centru sadrzi jon

Fe.

2 H20O- » 2H.,0 + Oy

Reakcija 3. Reakcija uklanjanja vodonik peroksida pod dejstvom katalaze
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2. 4. 2. Organske kiseline i ugljeni hidrati

Organske kiseline su nosilac ukusa kiselosti kod ploda tresnje. Njihova koncentracija se
menja tokom razvoja ploda i sazrevanja. Kiseline osim §to uticu na svezinu ukusa, modifikuju
percepciju drugih ukusa (slatko, gorko) (Jackson, 2000). Sadrzaj organskih kiselina u plodu
treSnje se krece od 0,3-1% (Milatovi¢ 1 sar., 2015). Najzastupljenija organska kiselina je jabu¢na
(90%), dok su ostale kiseline kao S§to su ¢ilibarna, fumarna i Sikimska zastupljene u manjim
koli¢inama (Usenik i sar., 2008).

Ugljeni hidrati (Seceri) predstavljaju jedan od najvaznijih sastojaka koji karakteriSu kvalitet
voca i povrca. Brojna istraZivanja bazirana su na ispitivanju Secera sa aspekta hemijskog sastava
ploda.

Glukoza (grozdani Secer) je najznacajniji i najrasprostranjeniji monosaharid (Slika 5). U
biljakama, a naro¢ito voc¢u se nalazi u biljnim sokovima ili vezana u saharozi, maltozi, skrobu i
drugim Secerima. Sa aspekta biohemije od posebnog je znacaja fosfatni estar glukoze koji sluzi
kao energetski materijal u ¢elijama i prekursor u biosintezi polisaharida (Popovi¢, 2001).

Fruktoza (Slika 5) je monosaharid poznat pod nazivom ,,voéni Secer. Ovaj Secer ulazi u
sastav vocnih sokova, disaharida (saharoze), trisaharida (rafinoze). U slobodnom obliku se
najvise nalazi u vocu i povrcu, a sa fosfornom kiselinom gradi estre. Fosforni estar fruktoze

ucestvuje u sintezi di- i oligosaharida (Popovi¢, 2001).

CH,OH CHOH oy,
a) O b) O
OH HO

OH OH CH,OH
OH OH

Slika 5. Strukturne formule glukoze (a) i fruktoze (b)
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U plodu tresnje se pored glukoze i fruktoze moze naci i saharoza koja je prisutna u manjim
koli¢inama. Dok su monosaharidi glukoza i fruktoza prisutni od zametanja do pune zrelosti,
saharoza se javlja tek u fazi intenzivnog porasta ploda i to u maloj koli¢ini (Voca i sar., 2008).
Neka istrazivanja su pokazala slu¢aj gde saharoza nije ni detektovana u plodu (Dolenc i Stampar,
1997). Znacajno je da je sadrzaj glukoze u momentu pune zrelosti ¢ak tri puta veéi u odnosu na
sadrzaj u zametnutom ploda, ali ona ne mora biti dominantan $e¢er u momentu pune zrelosti

(Voca i sar., 2008).

Prema Popovi¢u (2001), pored mono- i disaharida u vo¢u, mogu se naci i polioli (SeCerni
alkoholi). Polioli nastaju redukcijom karbonilne grupe, ne podlezu vrenju sa kvascima i imaju
sladak ukus. Seéerni alkohol sorbitol moZe se naéi u vockama poput tresnje, kruske, jagode,

Sljive. Iz sorbitola se dobija vitamin C.

S obzirom na to da su Seceri i aminokiseline pretezno prisutni u floemu i listu apoplasta glavni
razlog napada nekih fitopatogenih organizama jeste obezbedenje hranljivih materija za svoj rast i
razvoj. U pocetku patogeni koloniziraju povrsSinu biljke, a zatim prodiru i u unutrasnjost

(Myburg i sar., 2001; Dinant i sar., 2010).
2.4. 3. Polifenoli

Primarni metaboliti uti¢u na strukturnu funkciju same biljke, dok sekundarni biomolekuli
uti¢u na adaptiranost biljke, a nastaju i kao odgovor na bioticki i abioti¢ki stres (Rasoli, 2011).
Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka u kojima imaju viSestruku ulogu kao $to su boja,
ukus, otpornost biljke prema bolestima 1 mikroorganizmima. Prema sloZenosti biljni fenoli se
dele u nekoliko klasa (Tabela 4). Dominantne strukture u listovima biljaka su flavonol glikozidi,
hidroksicinamati, dok su tanini i antocijanini dominantni u plodovima i cvetovima (Popovic¢ i
Malencic¢, 2006).

Polifenoli su Siroko rasprostranjena grupa sekundarnih metabolita koji mogu biti vrlo
jednostavne strukture (fenolne kiseline) ili vrlo slozene strukture (lignini). Zajednicka
karakteristika fenolnih jedinjenja je da sadrZze aromatican prsten sa jednom ili viSe hidroksilnih

grupa. Hidroksilne grupe mogu biti metilovane ili esterifikovane.
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Tabela 4. Glavne strukturne klase fenola u biljakama (Popovi¢ i Malenc¢i¢, 2006; Robards i sar., 1999)

Broj C atoma Ugljenié¢ni skelet Naziv grupe Primer jedinjenja
6 Cs prosti fenoli katehol, hidrohinon, resorcinol
7 Ce-Cy hidroksibenzoati 4-hidroksibenzoeva, salicilna
8 Co-Cs ace_tofenon_i 4_—hid_roksifenilsiréetna
fenilacetati kiselina
hidroksicinamati ferulna, kafena, kumarna
9 Co-Cs fenilpropanoidi eugenol, miristicin
kumarini umbeliferon, eskuletin
hromoni eugenin
10 Ce-Cs naftohinoni juglon
13 Ce-C1-Cs ksantoni
stilbeni resveratrol
14 Co-Ca-Co antrahinoni
flavanoni (naringenin,
hesperetin)
flavoni (apigenin, luteolin)
flavonoli (kvercetin,
15 C6-C3-Cs flavonoidi kaempferol)
katehini (katehin, epikatehin)
antocijani (pelargonodin,
cijanidin)
halkoni
18 (Cs-C3)2 lignani pinoresinol
30 (C6-C3-Co)2 biflanoidi agatisflavon
(Ce)n katehinski tanini
N (Ce-C)n galni tanini
(C6-Ca)n lignini
(Ce-C3-Co)n kondenzovani tanini

Do danas je identifikovano nekoliko stotina razli¢itih fenola, u slobodnom obliku ili u obliku
glikozida (Leucuta i sar., 2005). Neki od ugljenih hidrata koji ulaze u sastav glikozida su:
glukoza, galaktoza, arabinoza, ramnoza, ksiloza, manoza glukuronska i galakturonska kiselina i
dr.

Prema Monties i sar. (1989) polifenolna jedinjenja se akumuliraju uglavnom u ¢elijskim
zidovima u epidermalnim celijama na povrsini ploda. Biosinteza ovih jedinjenja zavisi od
svetlosti, a akumulacija polifenolnih jedinjenja varira i u zavisnosti od fizioloskog stanja biljke
(Macheix i sar., 1990). Istrazivanja su pokazala da je kod crvenih plodova poput tre$nje i visnje
sadrzaj polifenola visi kod kojih se flavonoidi i antocijani akumuliraju tokom sazrevanja
(Britton, 1983; Macheix i sar., 1990). Takode, doslo je do zakljuc¢ka da faktori posle ubiranja
plodova (transport i skladiStenje) mogu uticati na hemijski sastav plodova. Plodovi voca posle
branja, tokom skladiStenja, brze sazrevaju i dolazi do smanjenja sadrzaja kiselina, i povecanja

sadrzaja antocijanina (Serrano i sar., 2009; Gongalves i sar., 2004).
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Pored strukturne uloge, antioksidantna aktivnost je izuzetno znacajna karakteristika ovih
jedinjenja u biljnom svetu, ta¢nije njihova sposobnost da budu donori vodikovih atoma i da kao
takvi uklanjaju slobodne radikale, uz formiranje fenoksi radikala, koji su stabilniji, a i manje
reaktivni (Kukri¢ i sar., 2013)

Takode, flavonoli, derivati hidroksicimetne kiseline su najpoznatiji fitotoksini i fitoaleksini
(Strack, 1997) koji imaju ulogu u odbrani od patogena.

Moderne tehnologije skladistenja bi potencijalno mogle povecati nutritivnu vrednost

plodova kroz “sporiji” proces omeksavanja, tako da bi se plodovi mogu sakupljati u kasnijoj fazi

zrenja, kada je vise aktivnih biomolekula akumulirano (Wang i sar., 2006).

2. 4. 3. 1. Flavonoidi

Flavonoidi predstavljaju najveéu grupu biljnih fenola (Slika 6) i u prirodi se javljaju
slobodni ili u obliku glikozida. Podeljeni su u nekoliko podgrupa: halkoni, flavani, flavoni,
flavonoli, izoflavoni, flavanoni, flavanonoli i antocijani (Brand, 2010; Popovi¢ i Malenc¢i¢, 2006;
Robards i sar., 1999).

Do sada je izolovano preko 4000 jedinjenja koji pripadaju ovoj grupi (Ohshima i sar.,
1998). Prisutni su u svim biljkama, a najveCu strukturnu raznovrsnost dostigli su u
skrivenosemenicama. Flavonoidi su biljni pigmenti odgovorni za boju cvetova, plodova i listova
biljaka. Boja im varira od bele do zute, osim kod antocijanidina koji su odgovorni za skoro sve
ruziCaste nijanse (Petri i sar., 1997).

U osnovi molekula flavonoidnih aglikona nalazi se y-piron (piranon-4), benzo-y-piron
(hromon) i 2-fenil- benzo-y-piron (Popovié¢, 2001). Osnovni strukturni skelet flavonoida ¢ine 15
atoma ugljenika rasporedjeni u osnovnoj strukturi Ce-C3-Cs (Slika 2).

Flavonoidi nastaju meSovitim biosintetskim putem preko halkona iz tri aktivirana acetata i
derivata cimetne kiseline. Na ovaj nacin se formira osnovni skelet Cs-C3-Cg, @ naknadnom

ciklizacijom osnovnog piranovog prstena dolazi do formiranja molekula flavanona.
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Slika 6. Osnovni skelet flavonoida

Kasnijim transformacijama nastaju ostali tipovi flavonoidnih molekula (Kovacevié¢, 2004;
Tapas i sar., 2008).

&
O (0] O
Ly oS
e
OH
Q 8]

flavoni flavanoni antocijani flavonali katehini

Slika 7. Klase flavonoida

Flavoni (Slika 7) predstavljaju pigmente Zute boje ali prisustvo tamnijih nijansi zute boje
poti¢u od karotenoida (Fang i sar., 2007; Santos-Gomes i sar., 2002). Kao i veéina flavonoida,
flavoni se u prirodi najéesce srecu u obliku estara taninskih kiselina i u obliku glikozida. Flavoni

koji se najcesce sre¢u u biljnom svetu su apigenin, luteolin i hrizin (Jodee i sar., 2011).
Flavanoni su bezbojna jedinjenja od koji su najpoznatiji naringenin i hesperetin. VVezani su

Sec¢ernom komponentom u glikozide (Liu i sar., 2008). Najcesce se nalaze u juznom vocu (limun,

mandarine i narandze) (Ramful i sar., 2011), ali i u ostalom vocu.
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Antocijanini predstavljaju prave biljne pigmente i jedni su od najrasprostranjenijih
flavonoidnih jedinjenja. Mogu se na¢i u svim vegetativnim i generativnim biljnim delovima.
Vazno je ista¢i da se mogu nac¢i u skoro svim voénim vrstama (Gil i sar., 1997; Lee, 2013;
Pantelidis i1 sar., 2007). U biljakama se mogu nacu obliku glikozida nastalih vezivanjem
flavonoidne komponente (antocijanidina) sa nekim od Se¢ernih komponenata (glukoza, galaktoza
i ramanoza) (Stojkovi¢, 2014).

Antocijanini pripadaju klasi flavonoidnih jedinjenja koji daju atraktivnu narandzastu, plavu
i crvenu boju cvecéa. Pored toga Sto uticu na neke morfoloske odlike, znacajan su indikator
kvaliteta voca, jer uti¢u na ukus i aromu plodova (Del Caro i Piga, 2008; Lee i Finn, 2007). U
novije vreme su velika interesovanja za ove biomolekule kao funkcionalna jedinjenja (hrana) i
kao potencijalni agensi protiv oksidativnog stresa (Stintzing i sar., 2002)

Kao i prethodne klase flavonoida, flavonoli se mogu nac¢i u mnogim biljnim vrstama
(Skerget i sar., 2005; Sultana i Anwar, 2008), kako u slobodnom obliku tako i u obliku glikozida.
Najrasprostranjeniji flavonol je kvercetin (Chen i Zuo, 2007).

Flavanoli (katehini) su bezbojna jedinjenja prisutna u mnogim biljnim vrstama. Ova
jedinjenja se u biljakama najcece nalaze esterifikovana, najcesce galnom kiselinom (Ruidavets i
sar., 2000). Katehini mogu biti fitotoksi¢ni i neke biljke ih sintetizuju u korenu da bi sprecile

naseljavanje drugih biljaka na toj teritoriji (Bais i sar., 2003).

2.4.3. 2. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline se sastoje od fenolnog jezgra i bo¢nog niza koji sadrzi jedan (derivati
benzoeve Kkiseline) ili tri (derivati cimetne kiseline) ugljenikova atoma. Fenolne kiseline
obuhvataju hidroksi i druge funkcionalne derivate benzoeve i cimetne kiseline (Veli¢kovié,
2012).

Pod pojmom “fenolna kiselina” podrazumeva se fenolno jedinjenje koje ima bar jednu
karboksilnu grupu. Medutim, kada se govori o fenolnim kiselinama kao sekundarnim
metabolitima biljaka, misli se na odredenu grupu organskih kiselina koje se dalje prema svojoj
strukturi dele na: derivate benzoeve i derivate cimetne kiseline (Slika 8) (Robbins, 2003). Obe
grupe jedinjenja sastoje se od fenolnog jezgra i bo¢nog niza koji sadrzi jedan (derivati benzoeve

kiseline) ili tri (derivati cimetne kiseline) ugljenikova atoma.
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Pored pomenutih kiselina u ovu grupu jednostavnih fenolnih jedinjenja spadaju i

odgovarajuc¢i aldehidi. Derivati cimetne kiseline su u prirodi viSe rasprostranjeni, pa se tako

kafena, p-kumarinska i ferulna kiselina nalaze u gotovo svim biljkama, dok se ostale fenolne

kiseline vezuju za specificne biljne izvore.

Slika 8. Strukture fenolnih kiselina (Robbins, 2003)

1. Derivati benzoeve kiseline

1.1. Benzoeva

kiselina COOH

s

=
1.2.4- COOH
hidroksibenzoeva
kiselina

OH
1.3. Prokatehinska COOH
kiselina
OH
OH

1.4. Galna kiselina COOH

OH
15.2,5- COOCH
dihidroksibenzoeva
kiselina

A

OH

2. Derivati o-hidroksicimetne kiseline
HO | o 0 (8]
e

OH
COoOOoH

o

-
Med

2.1. Umbeliferon

2.2  o-hidroksicimetna
kiselina

2.3. Skopoletin

3. Derivati cimetne kiseline

3.1. Kafena kiselina

HGWCDOH
HO
mcow

3.2. Cimetna kiselina
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1.6. Siringinska COOH 3.3. p-Kumarna kiselina
kiselina
. COOH
e COMe /©/\/
OH HO
1.7. Salicilna COOH 3.4. Sinapinska kiselina
kiselilina OH MeO 5, -COCH
HC
OMe
1.8. Vanilinska COOH 3. 5. Ferulna kiselina
kiselina

Memj@NCDDH
OMe: HO

OH

2.4.3.3. Tanini

Tanini predstavljaju slozena polifenolna jedinjena. Na osnovu strukturnih jedinica mogu se

razdvojiti na:
a) hidrolizujuéi (pirogalni) i
b) kondenzovani (katehinski) tanini.

Biljke “bogate” taninima su veoma rasprostranjene u prirodi. lako je velika paznja
posvecena njihovom istrazivanju, termin ove polifenolne grupe je i dalje tesko precizno
definisati.

Obic¢no se definisu kao polifenolne supstance rastvorljive u vodi koje imaju sposobnost
vezivanja za proteine i formiraju nerastvorljive ili rastvorljive tanin-proteinske komplekse
(Hasanpour i sar., 2011).

Takode, tanini koji mogu da se vezuju sa sloZzenim polisaharidima (celuloza, hemiceluloza
i pektin) i nukleinske kiseline, steroidi, alkaloidi i saponini (Haslam, 1986; Chaichi Semsari i
sar., 2011; Maheri-Sis i sar., 2011).

Hidrolizuju¢i tanini su vrlo rasprostranjeni u biljnom svetu, a nalaze se u citoplazmi
parenhimskih ¢elija razlicitih biljnih organa i vece koli¢ine u biljkama igraju vaznu ulogu zastite

od Stetocina kao repelenti (Barbehenn i Constabel, 2011). Najvise ih ima u nezrelom vocu.
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Tanini u vo¢u su gorkog ukusa, a osim u vo¢u ima ih 1 u drugim biljkama i to najcesc¢e U
podzemnim organima .

Pomenute grupe tanina se razlikuju po molekularnoj tezini i strukturi. Prema hemijskoj
strukturi, to su molekuli koji sadrze ugljene hidrate, najc¢es¢e D-glukozu, kao centralno jezgro
(Min 1 Hart, 2003). Hidrolizuju¢e grupe ovih ugljenih hidrata su esterifikovane sa fenolnim
grupama, kao S$to su elaginska kiselina ili galna Kiselina (Mangan, 1988; Haslem, 1989).
Hidrolizujuéi tanini se obi¢no nalaze u nizim koncentracijama u biljkama nego kondenzovani.
Ova grupa tanina se jo§ moze podeliti podeliti na galotanine (galna kiselina) i na kafetanini

(kafena i kininska kiselina) (Mangan, 1988).

Kondenzovani tanini (proantocijanidini) mogu biti:

— linerane strukture (veza izmedu C4 i C8)

— razgranate strukture (veza izmedu C4 i C6).

Proantocijanidini predstavljaju dimerne kondenzacione proizvode katehina, epikatehina i
flavanola. Mogu biti vezani u obliku dimera (amentoflavin) ili polimerni (Popovi¢, 2005)
Polimerizacijom flavanola katehina najeS¢e 2 do 8 monomernih jedinica, nastaju
proantocijanidini. Najzastupljeniji tip proantocijanidina u trnjini je tzv. tip A, koji je redak u
ostalim biljkama, za razliku od znatno zastupljenijeg tipa B.

Nemaju svi fenoli antibiotsku ulogu, ali zato se njihovom oksidacijom i polimerizacijom
stvaraju jedinjenja sa hinonidnim grupama Kkoji stvaraju, tzv. melanine (sli¢ne taninima).
Melanini daju crnu boju tkivu i predstavljaju ¢vrstu barijeru koja sprecava dotok neophodnih

hranljivih materija za Sirenje patogena (Beckman i sar., 1974; Lattanzio i sar, 2006).
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Plodovi tre$nje u odmaklim fazama sazrevanja podlozniji su napadu bolesti. Ako se uzme
u obzir da ranije sorte imaju tanju pokozicu, mekSe meso i manje su otporne na trulez, dok
kasnije sorte imaju deblju pokozicu i tvrde meso (samim tim su otpornije na trulez), ocekivan je
kod inficiranih plodova razlicit sadrzaj polifenola, kao i razliita antioksidantna aktivnost. Prema
literaturnim podacima, gubitkom ,,zaStitne barijere” gubi se i otpornost na patogen. Fokus ovog
rada je ispitivanje biohemijskog sastava ckstrakata devet odabranih sorti tre$nje (u fizioloskoj
zrelosti), kao i reakcija plodova treSnje na infekciju fitopatogenom gljivom Monilinia laxa.
Ispitivanje hemijskog sastava plodova devet odabranih sorti razli¢itog zdravstvenog stanja ¢e
ukazati na sli¢nost, odnosno, razliku u sastavu i sadrzaju primarnih i sekundarnih metabolita

ispitivanih sorti.

Specificni ciljevi ove disertacije predstavljeni Su u sledecem:

e Cilj ovog rada bio je odredivanje sadrzaja rastvorljivih proteina, kao i aktivnost
superoksid dismutaze (SOD), gvajakol-peroksidaze (GPx) i pirogalol-peroksidaze (PPx) u

u neinokulisanim (zdravim) i inficiranim plodovima tresnje u fazi fizioloske zrelosti.

e Drugi cilj je bio odredivanje integriteta ¢elijskih membrana u neinokulisanim (zdravim) i
inficiranim plodovima tre$nje u fazi fizioloSke zrelosti, tj. odredivanje intenziteta lipidne

peroksidacije.

e Sledeci cilj ovog rada bio je utvrdivanje razlika u primarnom metabolizmu (organske
kiseline i Seceri) plodova devet sorti treSnje, kao i razlika izmedu neinokulisanih

(zdravih) i inficiranih plodova.
e Potom, cilj je bio identifikacija i odredivanje sadrzaja ukupnih i pojedina¢nih polifenolnih

komponenata (neenzimski antioksidantni sistem) neinokulisanih (zdravih) i inficiranih

plodova tresnje fitopatogenom gljivom M. laxa.
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Slede¢i cilj je procena antioksidantnog potencijala, odnosno ukupne neenzimske
antioksidantne aktivnosti — DPPH test, FRAP test, ABTS test, TRC test (ukupni
redukcioni kapacitet) neinokulisanih (zdravih) i inokulisanih plodova tre$nje u fazi

fizioloske zrelosti)

Kao krajnji cilj bilo je testiranje korelacije izmedu enzimskih i1 neenzimskih
antioksidanata i antioksidantnih testova, kako bi se ustanovilo koji od testiranih
parametara najviSe dobprinosi antioksidantnom kapacitetu, tj. antioksidantnoj aktivnosti

zdravih i inficiranih plodova.
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4. RADNA HIPOTEZA

Predmet ovog istrazivanja predstavlja devet sorti treSnje (Prunus avium L.) iz razli¢itih
grupa zrenja i to: III/VAL (Valerij Ckalov), Burlat, Merchant, Priusadebnaja, Summit, Junska
rana, Lionska rana, Sue i Asenova rana. Ispitivan je hemijski sastav i antioksidantna aktivnost

zdravih i inficiranih sorti tresnje gljivom Monilinia laxa Aderh. i Ruhl.

S obzirom na to da se usled razli€itih odlika izmedu sorti, kao i usled prisustva patogena
o¢ekuju promene u sadrzaju proteina, Secera, organskih kiselina, fenola, enzimskih i drugih
parametara, fokus ove disertacije usmeren je na ispitivanje uticaja biotickog stresa kako na
enzimske tako i na neenzimske antioksidante. Stoga, paznja je pored sadrzaja fenolnih
komponenti usmerena i na pracenje aktivnosti antioksidantnih enzima, na rezultate
antioksidantnih testova u zdravim i inficiranim plodovima, u cilju procene sposobnosti biljke da

se izbori sa indukovanim stresom i kad je napadnuta od strane gljive.

Svi navedeni parametri su znacajni zbog proizvodnje kvalitetnih konzumnih proizvoda ali 1
za selekciju i oplemenjivanje postoje¢eg sortimenta, kako bi se dobile tolerantnije sorte na

odredene patogene ovog popularnog voca.
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5. MATERIJAL | METODE

5. 1. Biljni materijal

Biljni materijal kori§¢en u radu su devet sorti treSnje (Prunus avium L.). Sorte koje su
koriS¢ene u ovoj disertaciji, kao i njihove karakteristike prikazane su u Tabeli 5. One se
medusobno razlikuju po sortimentu, zemlji porekla, periodu zrenja, obliku, masi ploda, boji soka,
boji pokozice, boji mesa, ¢vrsto¢i mesa, osetljivosti prema pucanju. Uobicajen period zrenja
sorte Burlat je 20. maj (Milatovi¢ i sar., 2015), i navedena sorta se koristi kao standard za
odredivanje vremena zrenja plodova.

Pet sorti tre$nje spadaju u ranu grupu zrenja: Burlat, zatim Lionska rana i III/'VAL (sazrevaju 2
dana nakon Burlata), Asenova rana i Junska rana (sazrevaju 5 dana nakon Burlata).

Dve ispitivane sorte su srednje rane: Merchant (sazreva 7 dana nakon Burlata), Priusadebnaja
(sazreva 12 dana nakon Burlata).

Za razliku od prethodnih, dve sorte spadaju u kasnu grupu zrenja: Sue (sazreva 17 dana nakon
Burlata), i Summit 14 dana nakon Burlata.

Sorte karakterise razli¢ita boje pokoZice koja varira od Zute do tamno crvene boje. Zuta boja
mesa sa ruzicastim rumenilom odlikuje sorte: Priusadebnaja, Sue i Asenova rana. Crvene tre$nje

su: IHI/VAL, Burlat, Summit, Lionska rana, Merchant, Junska rana.

Tabela 5. Karakteristike ispitivanih sorti treSnje (Sawada, 1934; Belmans i sar., 1989; Fogle 1961;
Yamaguchi i sar., 2002; Demirsoy i Demirsoy, 2004; Milatovié¢ i Purovi¢; 2010) (Objavljeno u Kiprovski
i sar., (2018)

Prose¢na masa

Sorta Zemlja Perlc_)d Oblik ploda zdravog ploda  Boja pokoZice Boja mesa Boja Cvrstoca PodloZnost
porekla zrenja @ soka ploda pucanju ploda
Burlat Francuska rana bubrezast 7,0 crvena J;:/';cr’]a crvena srednje Cvrst osetljiv
HI/VAL (V. - srednje
Ckalov) Ukrajina rana okrugao 8,0 crvena crvena crvena mekan
Junska rana Rusija rana okrugao 7,0 crvena crvena obojen srednje Cvrst -
Lionska rana Francuska rana srcast 5,0 crvena crvena obojen srednje Cvrst veoma osetljiv
Priusadebnaja Ukrajina srednje izduzeno 7,0 Zuto-crvena jarko zuta bezbojan  srednje &vrst otporan
rana ovalan
srednje izduzeno . . N - -
Sue Kanada kasna ovalan 6,5 Zuto-crvena jarko zuta bezbojan  srednje &vrst otporan
Merchant SAD srednje izduzeno 85 crvena crvena obojen srednje Cvrst veoma osetljiv
rana ovalan
Summit Kanada srednje srcast 9,0 crvena Jarko obojen srednje Gvrst osetljiv
kasna crvena
Asenova rana Srbija rana okrugao- 6,5 biserno Zuta belicasto- bezbojan  srednje &vrst osetljiv
pljosnat Zuta
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5. 2. Plan ogleda

U okviru istrazivanja, ogledi su izvodeni na dva na¢ina u periodu od 2013-2015:

- u vo¢njaku (na oglednom polju Instituta za voéarstvo i vinogradsrstvo na Rimskim Sanéevima)

- u kontrolisanim uslovima (u laboratoriji za fitopatologiju Departmana za fitomedicinu i zaStitu
zivotne sredine Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu; u biohemijskoj laboratoriji
Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu; na Departmanu za agronomiju Biotehni¢kog fakulteta

u Ljubljani.

Uzorkovanje zdravih i inficiranih plodova obavljeno je na lokalitetu Rimski Sancevi - Institut za
Vocarstvo i vinogradastvo, Poljoprivredni fakultet Novi Sad, (koordinate 45°20°N, 19°51°E) u
periodu od 2013-2015 god.

U sve tri ogledne godine je analizirana ocena intenziteta zaraze sorti treSnje na polju, a zdravi i
inficirani plodovi su dalje ispitivani u biohemijskoj laboratoriji tokom oglednih 2013., 2014. i
2015. godine.

Vestacka inokulacija plodova 1 biohemijska analiza istih je vrSena tokom 2014. 1 2015. godine.

HPLC analize vrSene su tokom 2013. 1 2014. godine.

Rezultati predstavljaju prosek dve, odnosno tri ispitivane istrazivacke godine.

5. 3. Fitopatoloska istrazivanja

Uzorci zdravih plodova treSanja i uzorci sa simptomima mrke trulezi sakupljani su tokom
trogodisnjeg perioda od 2013. do 2015. godine u zasadu treSnje (Prunus avium L.) sa devet
razliitih sorti. Nakon sakupljanja, zdravi 1 zaraZeni plodovi pakovani su pojedinac¢no u papirne
kese, obelezavani i transportovani do Laboratorije za fitopatologiju Departmana za fitomedicinu

1 zaStitu zivotne sredine.
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5. 3. 1. Izolacija gljive i veStacka inokulacija (provera patogenosti)

Prirodno inficirani plodovi tre$nje (Slika 9 B) kao i zdravi plodovi koji su potom vestacki
inokulisani, bili u fazi fizioloSke zrelosti. Prema Dhingra i Sinclair, (1995) iz sakupljenih
inficiranih plodova obavljena je izolacija patogena primenom standardnih fitopatoloskih metoda.
Na prelazu izmedu zdravog i inficiranog tkiva isecani su sitni fragmenti sterilnim skalpelom.
Zbog prisustva saprofitnih mikroorganizama vrSena je povrSinska dezinfekcija fragmenata
rastvorom natrijum hipohlorita (2%) - (NaOCI, 1:1 komercijalna varikina) u trajanju od 3 min i

preneti na sterilnu PDA podlogu (Muntafola-Cvetkovi¢, 1987).

Inokulacija je obavljena busenjem sterilnom iglom zdravog ploda (Slika 9 A), a potom
nanoSenjem fragmenata (Slika 9 C) micelije izolata (pre¢nika 3 mm), uzetih sa ivice kolonija
starosti sedam dana odgajenih na PDA podlozi, na prethodno povrsinski dezinfikovane zdrave
plodove. Plod u kontroli je takode busen sterilnom iglom, a potom je nanosen fragment sterilne
PDA podloge (Hrusti¢, 2013). Inokulisani plodovi inkubirani su u vlaznoj komori na temperaturi
od 24 °C, a pojava simptoma posmatrana je i ocenjivana svakodnevno tokom 4 dana. Ogled je

izveden u 5 ponavljanja, sa po 5 plodova po ispitivanoj sorti.

5. 3. 2. Dobijanje Cistih kultura monosporijalnih izolata

Zasejane podloge na temperaturi od 24 °C inkubirane u mraku, do pojave kolonija gljiva.
Radi dobijanja cistih kultura, nakon pojave micelije (3 dana po izolaciji gljive) fragmenti sa
oboda kolonije su presejani na PDA podlogu. Dobijeni monosporijalni izolati su zatim presejani
u epruvete sa zakoSenom PDA podlogom i nakon razvoja kultura na temperaturi od 24 °C,
Cuvane u frizideru na temperaturi od 4 °C (Dhingra i Sinclair, 1995; Hrusti¢, 2013). Izolat M3B5
je koristen za vesta¢ku inokulaciju plodova treSanja, a potom inficirani plodovi za biohemijske

analize.
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Slika 9. Vestacka inokulacija plodova tres$nje (A), simptomi mrke trulezi u uslovima prirodne infekcije

(B) i simptomi mrke trulezi nakon vestacke inokulacije izolatom M3B5 (C)

5. 3. 3. Karakteristike patogena Monilinia laxa

Identifikacija vrsta roda Monilinia moguca je na osnovu morfoloskih makroskopskih
osobina kolonija (boja, obod, prisustvo reznjeva, prisustvo sporulacije, pigmetacija) brzine
porasta kolonije, oblika kolonija (Byrde i Willetts, 1977; Mordue, 1979; Batra, 1991; van
Leeuwen i van Kesteren, 1998; De Cal i Melgarejo, 1999; van Leeuwen i sar.., 2002; Lane,

2002) te su stoga navedeni parametri ispitivani kako bi se potvrdilo prisustvo gljive M. laxa.

Proucavanje morfoloskih odlika obuhvatilo je proucavanje nekih makroskopskih odlika i
mikroskopiranje odabranih izolata patogena. Makroskopske morfoloSke karakteristike svih
dobijenih izolata prou¢avane su nakon inkubacije od 10 dana na PDA podlozi na temperaturi od
22 °C. Posmatrane su karakteristicne osobine: boja kolonije, odlike ruba i oblik kolonije,
sporulacija. Od mikroskopskih osobina odabranih izolata ispitivan je oblik konidija.
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Na PDA podlozi, kod 9 (devet) od 54 (pedeset Cetiri) izabrana izolata gljive M. laxa,
pracena je brzina porasta micelije nakon prvog, drugog, treCeg 1 Cetvtrog dana. Fragmenti
micelije 9 odabranih izolata precnika 3 mm, uzetih sa ivice sedam dana stare kolonije gljive
gajene na PDA podlozi, nanoSeni su na PDA podlogu u Petri kutijama precnika 90 mm i
inkubirani sedam dana na temperaturi od 24 °C.

Pre¢nik kolonije je meren u dva pravca pod pravim uglom 1 preracunavan je dnevni porast

izolata. Ogled je izveden u Cetiri ponavljanja, a podaci su statisticki obradeni (Hrusti¢, 2013).

5. 3. 4. Ocene intenziteta zaraze

Na polju i u laboratorijiskim uslovima su vrSene ocene intenziteta zaraze plodova po sortama.
Ocena intenziteta zaraze vrsena je ocenama od 0 do 4 (Peterson i sar, 1948) (Tabela 6). Ocenom
0 ocenjivani su plodovi na kojima nisu mogli da se zapaze simptomi zaraze, a ocenom 4 potpuno

zarazeni plodovi.

Tabela 6. Skala ocene intenziteta zaraze gljivom Monilinia laxa

Ocena inteziteta zaraze Intenzitet zaraze ploda
0 nema zaraze
1 0-25%
2 25-50%
3 50-75%
4 75-100%

5. 4. Biohemijski pokazatelji analiziranih plodova tresnje na infekciju patogenom

Monilinia laxa

Plodovi su sakupljani za inokulaciju u fazi fizioloske zrelosti, a biohemijske analize su

vrsene kako na zdravim, tako i na zaraZenim plodovima tresnje.
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5. 4. 1. Odredivanje sadrzaja proteina i aktivnosti antioksidantnih enzima u plodovima

tresnje

5.4. 1. 1. Priprema ekstrakata za odredivanje proteina i enzima

Ekstrakti svezeg biljnog materijala (zdravi 1 zarazeni plodovi) za odredivanje proteina i
antioksidantnih enzima dobijeni su homogenizacijom 1 g svezeg biljnog materijala u avanu uz
dodatak 10 mL 0,1 mol/L KH2POs pufera (pH 7). Homogenat je, nakon homogenizacije
kvantitativno prenet u plasti¢nu epruvetu. Dobijeni ekstrakti su centrifugirani na 2500 X ¢, 20

min. Za odredivanje proteina i enzima, supernatant je koriS¢en kao uzorak.

5.4.1. 2. Odredivanje sadrZaja proteina

Sadrzaj rastvorljivih proteina odreden je metodom po Bradfordu (1976). Ova metoda se
zasniva na vezivanju boje Coomassie briliant blue G-250 za bazne i aromati¢ne ostatke
aminokiselina u proteinu. Prema Niketi¢ 1 Nikoli¢ (2008), boja postoji u tri oblika, kao katjon
(crvena), neutralan molekul (zelena) i anjon (plava).

U pH sredini ispod pH 7 dominira protonovana katjonska forma sa maksimumom
apsorpcije na 465 nm. Kada se boja veze za protein, prelazi u stabilan neprotonovani oblik plave

boje sa maksimumom apsorpcije na A=595 nm.

Reakcionu smeSu radne probe su Cinili:

- 1 mL 0,07 mol/L rastvora boje Coomasie briliant blue G-250 u 3 % HCIO4 20 pL uzorka

(ekstrakt svezeg biljnog materijala).

Apsorbanca na A=595 nm je oc€itana nakon 5-30 min. SadrZaj proteina odreden je na
osnovu kalibracione krive dobijene merenjem razlicite koncentracije standardnog rastvora

albumina (0,007-1,000) mg/mL.

Koncentracija proteina u uzorku izrazena je kao mg proteina po gramu svezeg biljnog

materijala (mg proteina/g sv.m.).
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5. 4. 1. 3. Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze (SOD)

Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD, EC 1.15.1.1) u ekstraktima plodova tresnje
odredena je metodom po Mandal i sar. (2008). Metoda se zasniva na upotrebi nitro-plavog
tetrazolijskog hlorida (NBT) kao supstrata. U prisutnosti superoksidnih radikala, NBT se
redukuje u plavo obojen formazan sa apsorpcijskim maksimumom pri talasnoj duzini od 560 nm
(Slika 10). U prisutnosti SOD, redukcija NBT je inhibirana.

N Reduction Ry —N
t T
M=MN —
. M=MHN
i
R R
Tetrazolium Formazan

Slika 10. Reakcija redukcije nitroblutetrazolijuma (NBT).

Reakcioni pufer za merenje aktivnosti SOD su Cinili:
- 50 mM fosfatnog pufera (pH 7,8),
-0,1 mM EDTA,
- 13 mM L-metionina
- 75 UM NBT,
- 2 uM riboflavin

- 0,02 mL enzimskog ekstrakta (svezeg biljnog materijala).

Umesto enzimskog ekstrakta, za slepu probu je kori$¢ena destilovana voda.

Enzimska reakcija pocinje stavljanjem reakcijske smeSe na izvor svetlosti koji ¢ini lampa
od 18 W. Nakon 30 min, reakcija je zaustavljena gasenjem lampe, te je spektrofotometrijski
merena apsorbanca za svaki uzorak. Jedna jedinica aktivnosti SOD jednaka je koli¢ini enzima
potrebnog za 50% inhibicije redukcije NBT-a. Specifi¢na aktivnost SOD izrazena je kao jedinica
aktivnosti SOD po miligramu proteina (U/mg proteina).

43



Fitohemijska analiza i antioksidantni kapacitet plodova tre$nje inficiranih gljivom Monilinia laxa Aderh i Ruhl,
B. Borkovi¢

5.4.1. 4. Odredivanje aktivnosti gvajakol peroksidaze (GPx)

Aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPx, EC 1.11.1.7) u eckstraktima zdravih i zarazenih
plodova tresnje odredena je metodom po Morkunas i Gmerek (2007).
Reakcioni pufer za merenje aktivnosti GPx sadrzi 3 mL 20 mM gvajakol i 0,02 mL 3 mM H20>
(pH 5,5). U 3 mL reakcijskog pufera dodano 20 pL enzimskog ekstrakta, ¢ime zapocinje
enzimska reakcija. Porast apsorbancije meren tokom 1 min pri talasnoj duzini od 430 nm. Na
porast apsorbance uti¢e oksidacija gvajakola pri ¢emu nastaje smede obojen proizvod

tetragvajakol (Slika 11).

Guaiacol + Hyly ———=  tetrapuaiacol + HJO

H G0 DCHy

oH
Cuamacal Tetraguaiacal
o +}
CCHy

Hyo0 DCH;

Slika 11. Reakcija oksidacije gvajakola

Svaki je uzorak meren u triplikatu. Apsorbanca je o€itavana nakon svakog dodavanja H20:
u intervalu od po 1 min. Aktivnost GPx je izrazena kao broj U (umol GV/min) po 1 mg proteina

(U/mg proteina).

5. 4. 1. 5. Odredivanje aktivnosti pirogalol peroksidaze (PPx)

Aktivnost pirogalol peroksidaze (PPx, EC 1.11.1.7) u ekstraktima zdravih i zaraZenih
plodova tresnje odredena je metodom po Morkunas i Gmerek (2007).
Ova metoda ukljucuje merenje sadrzaja purpurogalina - proizvoda pirogalolne oksidacije

(Slika 12). U ovoj reakciji pirogalol sa vodonik peroksidom daje purpurogalin i 2 molekula H20.
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OH
HO OH

Slika 12. Strukturna formula pirogalola

Ekstrakt enzima (0.02 mL) je dodan u reakcionu smesu za analizu koja sadrzi 3 mL 180
mM pirogalola i 0,02 mL 2 mM H20..
Apsorbanca je merena na 430 nm spektrofotometrijski. Aktivnost PPx je izrazena kao U po

1 mg proteina (U/mg proteina).

5. 4. 1. 6. Intenzitet lipidne peroksidacije

Kao mera intenziteta lipidne peroksidacije (LP) koristi se koli¢ina malondialdehida (MDA)
koji je jedan od krajnih proizvoda enzimske degradacije polinezasi¢enih masnih kiselina u
¢elijama.

Ovaj sekundarni proizvod oksidacije polinenasi¢cene masne kiseline reaguje sa dva
molekula tiobarbiturne kiseline (TBA) u prisustvu Kkatalizatora koja daje roze-crvenu boju sa
maksimumom apsorbance na 532 nm (Hodges i sar., 1999).

Ovaj test je popularan zbog jednostavnosti 1 brzine kojim se moze obradivati veliki broj
uzoraka za kratko vreme. Intenzitet LP se meri spektrofotometrijski.

Za ovaj test je koris¢en svez biljni materijal — zdravi i zarazeni plodovi tresnje. Plodovi su
prvo homogenizovani u avanu sa tu¢kom i zatim ekstrahovani u 10% trihlorsiréetnoj Kiselini

(TCA) u odnosu 1:5 (v/v) i centrifugirani na 12000 x g tokom 30 min na 4 °C.

Reakcionu smesu radne probe su ¢inili:

- 0,5 mL supernatanta

- 4,5 mL rastvora za LP
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Reakcioni medijum je zagrevan 30 min na 90 °C na vodenom kupatilu, ohladen na ledu
10 min i centrifugiran 10 min na 1500 x g.
Apsorbancija je merena na 532 nm 1 intenzitet lipidne peroksidacije je izrazen kao nmol

MDA/g sveze materije (nmol MDA/g sv.m.).

Rastvori i reagensi:
TCA — trhlorsir¢etna kiselina (100 g CC13COOH + 500 mL H»0)
TBA — tiobarbiturna kiselina (1 g TBA + 100 mL 10% HCIOa)
Odnos koji je koriséen pri pravljenju rastvora za LP:
(20% TCA (100 g CCI3COOH + 500 mL H0) : 0,5% TBA (1 g TBA + 100 mL 10 % HCIO4) =
3:1)

5. 4. 2. Odredivanje sadrzaja Secera i organskih kiselina u plodovima tresnje

Ekstrakcija Secera i organskih kiselina je izvedena u pet ponavljanja po sorti (n = 5), s tim

da je u svako ponavljanje uklju¢eno deset plodova. Plodovi tre$nje su liofilizirani u liofilizatoru
(Martin Christ, Germany), zatim su usitnjeni u avanu sa tu¢kom uz dodatak te¢nog azota, nakon
cega je odmereno 0,15 g biljnog materijala i dodato 5 ml redestilovane vode (koriste¢i Ultra-
Turrax T-25; Ika-Labortechnik). Rastvori su me$ani na muckalici 30 min na sobnoj temperaturi
(Mikuli¢-Petkovsek i sar., 2012). Nakon ekstrakcije, homogenat je centrifugiran (Eppendorf
Centrifuge 5810 R na 12000 x g u trajanju od 7 min na 10 °C), potom filtriran kroz 0,20 um filter
od meSanih celuloznih estara (Macherey-Nagel, Diiren, Nemacka) 1 prebacen u viale.
Analiza primarnih metabolita (20 pL uzorka) izvedena je pomocu tecnog hromatografa visoke
efikasnosti (HPLC). Odvajanje Secera izvrseno je pomocu kolone Rezex RCM-monosaharida Ca
+ (2%) (300 mm x 7,8 mm) od Phenomenex-a, na 65 °C. Mobilna faza je bila redestilovana voda
sa brzinom protoka 0,6 mL/min. Ukupno vreme rada je bilo 30 min, a detektor refraktivnog
indeksa (RI) korisc¢en je za detekciju eluiranih ugljenih hidrata (Mikuli¢-Petkovsek i sar., 2012).

Sadrzaj organskih kiselina u plodovima treSnje takode je analiziran HPLC sistemom.

HPLC sistem je opremljen UV detektorem - podesen na 210 nm, uz kori§¢enje Rezex ROA -
organic acid H+ (8%) kolone (300 mm x 7,8 mm) - Phenomenex-a. Temperatura kolone je
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podesena na 65 °C, a rastvarac za eluiranje je bila 4 mM sumporna kiselina u redestilovanoj vodi

(30 min), sa brzinom protoka od 0,6 mL/min (Mikuli¢-Petkovsek i sar., 2012).

Koncentracija Secera i kiselina za svaku sortu izraCunata kori$¢enjem kalibracione krive

odgovarajucih standarda i izrazene su g/kg suve mase (s.m.).

5. 4. 3. Odredivanje sadrzaja polifenola u plodovima treSnje

5. 4. 3. 1. Priprema ekstrakata za spektrofotometrijsko odredivanje polifenola i
antioksidantnih testova

Liofilizirani plodovi treSanja (1 g po uzorku) spraseni su pomocu avana i tu¢ka, uz dodatak
teCnog azota, i ekstrahovani sa 70% rastvorom acetona (50 mL), odnosno metanola, zatim je
prebacen na 60 min u ultrazvucno kupatilo napunjeno ledom. Nakon centrifugiranja (1960 x g 10
min) filtracije kroz membranski filter za Spric od poliamida, ekstrakti ¢uvani u zamrzivacu na

temperaturi od -20 °C.

5. 4. 3. 2. Odredivanje sadrZaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola odreden je spektrofotometrijski pomoc¢u Folin-Ciocalteu reagensa. Ova
metoda se zasniva na merenju redukcionog kapaciteta neenzimskih antioksidanata - fenola
(Reakcija 4). Fenoli disosuju do fenoksi anjona koji dalje redukuje Folin-Ciocalteu reagens do
jona plave boje (Hagerman i sar., 2000; Kroyer, 2004).

»

Mo(V1) (rastvor zute boje) + € > Mo(V) (rastvor plave boje)

Reakcija 4. Mehanizam redukcionog kapaciteta neenzimskih antioksidanata — fenola

Reakcionu smesu radne probe su Cinili:

- 3,36 mL destilovane vode,

- 200 pL 33% rastvora Folin-Ciocalteu,
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- 20 pL acetonskog ekstrakta ploda treSnje (0sim u slepu probu gde je dodato 20 ul acetona)
- 400 pL rastvora Na,COs.

Nakon 60 min o¢itana je apsorbanca na A= 720 nm. Za konstruisanje kalibracione krive
koriS¢ena je serija razblazenja galne kiseline u vodi, koja pokriva opseg koncentracije izmedu
0,11 1 mg/mL. Sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim ekstraktima izrazen je kao mg ekvivalenata

galne kiseline po g suve mase biljnog materijala (mg GAE/g s.m.).

Rastvori i reagensi:
a) 20% NaxCOs.
b) Folin-Ciocalteu reagens (sadrzi natrijum-volframat, natrijum-molibdat, brom, 85%
H3PO4, conc. HCI, Li>S0a).

c) Standardni rastvor galne kiseline: 1 mg/mL u vodi.

5. 4. 3. 3. Odredivanje sadrzaja ukupnih tanina

Sadrzaj ukupnih tanina odreden je postupkom koji se koristi za odredivanje ukupnih
fenola, a to je postupak Folin-Ciocalteu (Hagerman i sar., 2000; Kroyer, 2004). Najpre je
izvrSeno uklanjanje tanina njihovom adsorpcijom na nerastvornom matriksu PVPP
(polivinilpolipirolidon). Supernatant je dobijen centrifugiranjem (1960 x g 10 min) reakcione
smeSe koju su ¢inili polivinilpolipirolidona (PVPP) — 0,1 g, 1 mL H20 i 1 mL acetonskog

ekstrakta ploda tresnje.

Reakcionu smesSu radne probe su Cinili:

- 3,36 mL destilovane vode,

- 200 pL 33% rastvora Folin-Ciocalteu,

- 40 pL supernatanta (osim u slepu probu gde je dodato 20 yL acetona) i
- 400 pL rastvora Na,COs.
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Kao i kod odredivanja fenola, nakon 60 min ocitana je apsorbanca na A = 720 nm. Kako su
tanini vezani pomoc¢u PVPP (taloZenjem) u talogu, odreden je sadrzaj fenola bez tanina u
supernatantu. Iz razlike sadrzaja ukupnih fenola i netaninskih fenola dobijen je sadrzaj ukupnih
tanina u uzorku.

Za konstruisanje kalibracione krive koris¢ena je serija razblazenja galne kiseline u vodi, koja
pokriva opseg koncentracije izmedu 0,1 i 1 mg/mL. Sadrzaj ukupnih tanina u ispitivanim

ekstraktima izraZen je kao mg ekvivalenata galne kiseline po g suve mase biljnog materijala (mg
GAE/gs.m.).

5. 4. 3. 4. Odredivanje sadrZaja ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida u acetonskim ekstraktima plodova tresnje odreden je
spektrofotometrijski (Markham, 1989). Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida zasniva se je na
osobini da sa metalima daju odgovarajude metalo-komplekse. Na Slici 13. je prikazan
aluminijum kompleks (AP* kompleks). Vazna odlika ovog kompleksa je lako vezivanje za

ukupne flavonoide, pa se sumarni apsorpcioni maksimum lako odreduje ovom metodom.

OH HO
|
e N
HO HO o, A J o o M
NE N N N W [ =
LT e U
‘a}:/“m\!,/“‘-,m_‘ ‘KT_,__, | o
OH O O ¢
N LC O O~
Eercetin Ll

Slika 13. Reakcija helatizacije AI** sa kvercetinom

Reakcionu smesu radne probe su ¢inili:

- 0,3 mL uzorka (acetonski ekstrakt plodova tresnje),
-2,5mL H0

- 1 mL rastvora AICIs (u slepu probu se dodaje destilovana H20).
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Nakon meSanja i centrifugiranja 15 min na 1960 x ¢, apsorbanca je o€itana na A=430 nm.
Izracunavanje sledi iz kalibracione krive zavisnosti apsorbance i razli¢itih koncentracija
standarda rutina. Kalibraciona kriva je konstruisana pomocu serije razblazenja rutina u 70%
acetonu (0,1 do 1 mg/mL). Iz kalibracione krive standarda rutina izra¢unat je sadrzaj flavonoida
u ispitivanim ekstraktima 1 izrazen kao mg ekvivalenata rutina po g suve mase biljnog materijala

(mg rutina/g s.m.).

5. 4. 3. 5. Odredivanje sadrzaja kondenzovanih tanina (proantocijanidina)

Sadzaj ukupnih proantocijanidina odreden je u acetonskom ekstraktu zdravih i zarazenih
plodova tresnje spektrofotometrijski. Metoda se zasniva se na oksidativnoj depolimerizaciji

kondenzovanih tanina (proantocijandidina) sa butanol - HCI reagensom (Hagerman, 1995).

Reakcionu smes$u radne probe su ¢inili:

- 3 mL butanol-HCI reagensa (95/5, v/v), - pomesano 950 mL butanola sa 50 mL cc HCI (37%)
- 0,1 mL feri reagensa (2% feri-amonijum sulfat u 2M HCI) i

- 0,4 ml acetonskog ekstrakta, s tim da je u slepu probu dodavan 70% aceton.

Epruvete se nakon mesanja postavljane na kljucalo vodeno kupatilo 60 min (osim epruvete
slepe probe koje nisu zagrevane). Nakon hladenja, apsorbance su ocitane na A=550 nm.
Izracunavanje je sledilo iz kalibracione krive zavisnosti apsorbance i razli¢itih koncentracija
standarda leukoantocijanidina. Koli¢ina proantocijanidina izraZena je u mg leukoantocijanidina

po g suve mase biljnog materijala (mg leukoantocijanidina/g s.m.).

5. 4. 3. 6. Odredivanje sadrzaja ukupnih antocijanina

Odredivanje sadrzaja ukupnih antocijanina izvodi se pH diferencijalnom metodom (Cheng
i Breen, 1991). Princip ove metode zasniva se na 0sobini antocijanina da menjaju svoju strukturu
pri promeni pH sredine. Pri tome dolazi do promene apsorpcionog spektra. Pri pH vrednosti 1,0
su crveno obojeni (u obliku oksonijum jona), a pri pH 4,5 bezbojni (poluketalni oblik).
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Reakcionu smesu radne probe su ¢inili:

- 400 pL acetonsog ekstrakta je pomesano sa puferom 1 (3 mL) u jednoj epruveti i
- 400 pL ekstrakta sa puferom 2 (3 mL) u drugoj epruveti. Nakon 20 min inkubacije, apsorbance

su izmerene pomocu spektrofotometra na 520 nm i 700 nm (zbog korekcije zamucenja).

Reagensi:
1. 0,025 mol/L kalijum-hloridni pufer, pH = 1,0
2. 0,4 mol/L natrijum-acetatni pufer, pH = 4,5.

Koncentracija ukupnih antocijanina u uzorku izratunava se kao ekvivalent cijanidin-3-
glukozida (C3G).

5.4.3.7. Odredivanje sadZaja polifenolnih komponenti

Liofilizirani plodovi tre$nje su usitnjeni u avanu sa tu¢kom uz dodatak te¢nog azota, nakon
¢ega je odmereno 0,15 g biljnog materijala i ekstrahovano sa 3 mL metanola koji sadrzi 3% (v/v)
mravlje Kiseline i 1% (w/v) 2,6-di-terc-butil-4-metilfenola (BHT) u ultrazvu¢nom kupatilu sa

ledom u trajanju 1 h. BHT je dodat da bi se sprecila oksidacija.

Ekstrakti su zatim centrifugirani 10 min na 10.000 x g (na 10 °C). Svaki supernatant je
filtriran kroz poliamidni filter Chromafil AO-20/25 (Macherey-Nagel, Diiren, Nemacka) i
prebacen u u viale pre injektiranja u HPLC sistem Thermo Finnigan Surveior (Thermo Scientific,
San Jose, SAD) sa DAD detektorem.

Spektri jedinjenja su zabelezeni izmedu 200 1 600 nm, a hromatogrami su snimljeni na 280,
350 i 530 nm. Upotrebljena je kolona Gemini C18 (150 x 4.6 mm 3 um; Phenomenex, Torrance,
SAD) na temperature od 25 °C. Eluenti su bili 0,1% mravlja kiselina u redestilovanoj vodi (faza
A) i 0,1% mravlja kiseline u acetonitrilu (faza B).

Uzorci su eluirani prema linearnom gradijentu od 5% do 20% B u prvih 15 min, pra¢en
linearnim gradijentom od 20% do 30% B tokom 5 min, zatim izokraticnom smeSom 5 min,
nakon Cega sledi linearni gradijent od 30% do 90% B u trajanju od 5 min, a zatim izokratsku

mesavinu 15 min pre nego Sto se vrati u pocetne uslove (Wang i sar., 2002).
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Koli¢ina injekta iznosila je 20 uL i protok 0.6 mL/min. Svi predstavljeni rezultati fenolnih
komponenti identifikovani su pomo¢u HPLC-Finnigan MS detektora i instrumenta LCK Deca
KSP MAKS (Thermo Finigan, San Jose, CA) sa elektrosprejskim interfejsom (ESI).

U pogledu polifenola, elektosprejski interfejs funkcioniSe na dva nacina: pozitivni jonski

rezim (za antocijanine) i negativni (druge fenolne grupe i cijanogeni glikozidi) jonski rezim.

Analize su sprovedene koris¢enjem potpunog MS" skeniranja (skenirano za m/z - 110 do
1500). Kolona i hromatografski uslovi bili su identi¢ni onima koji su koris¢eni za HPLC-DAD
analizu. Zapremina ubrizgavanja je bila 10 pL, a protok odrZzavan na 0,6 mL/min. Kapilarna
temperatura bila je 250 °C, gasni omota¢ i pomo¢ni gas karakterisao je 60 i 15 jedinica, izvorni
napon je bio 3 kV za negativnu jonizaciju, a 4 kV za pozitivnu jonizaciju i normalizovana

energija sudara bila je izmedu 20-35%.

Spektralni podaci su razradeni pomocéu softvera Excalibur (Thermo Scientific).
Identifikacija jedinjenja potvrdena je uporedivanjem vremena zadrzavanja i njihovih spektara,
dodavanjem standardnog rastvora uzorku kao i fragmentacijom. Koncentracije fenolnih
jedinjenja su izraCunate iz vrSnih podrucja uzorka i odgovarajucih standarda i izraZzene u mg/kg
suve materije (s.m.) ploda treSnje. Za jedinjenja koja nemaju standarde, kvantifikacija je izvrSena

koriS¢enjem sli¢nih jedinjenja kao standarda.

Uzorci bez BHT su pripremljeni uporedo, i u njima je odreden sadrzaj ukupnih fenola po
ve¢ pomenutoj metodi Folin-Ciocalteau, kako bi se uporedio sadrzaj sa prethodno utvrdenim
acetonskim ekstraktom. Sadrzaj ukupnih fenola izraZen je kao ekvivalent galne kiseline (GAE) u

mg/kg s.m.

5. 4. 4. Odredivanje antioksidantnog kapaciteta ekstrakata plodova tresnje

5.4.4. 1. Odredivanje neutralizacije DPPH" radikala

Metoda se zasniva na odredivanju antioksidativne aktivnosti pomocu stabilnog slobodnog
radikala 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH, C1sH12NsOg, M = 394,33) (Slika 14). Princip DPPH
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metode je da antioksidanti reaguju sa slobodnim DPPH radikalom (rastvor obojen ljubi¢asto) i
prevode ga u bezbojni DPPH-H (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Ramalakshmi i sar., 2009). Stepen
obezbojavanja ukazuje na antioksidativni potencijal ekstrakata. DPPH rastvor u reakciji sa

supstancom koja moze da donira atom vodonika dovodi do gubitka ljubicaste boje.

N—N NO,

0,N

Slika 14. Strukturna formula molekula DPPH

Ova metoda je brza, jednostavna, jeftina i Siroko se koristi za merenje sposobnosti
jedinjenja da deluju kao slobodni radikali ili donori vodonika, kao i da procene antioksidativnu
aktivnost hrane (Prakash, 2001; Sendra i sar.., 2006). Antioksidantna analiza drugim metodama
moze biti ograni¢ena na ona jedinjenja koja su rastvorljiva u odabranim rastvarac¢ima. Prema
Prior i sar.,, 2005, DPPH metoda se moze koristiti u vodenim i nepolarnim organskim

rastvaraima 1 moze se koristiti za ispitivanje hidrofilnih 1 lipofilnih antioksidanata .

Reakcionu smeSu radne probe su inili:

- 3 mL DPPH reagensa i 60 pL acetonskog esktrakta
Nakon 30 min ocitana je apsorbanca na A= 517 nm. Aktivnost uklanjanja DPPH-radikala

izrazena je u % neutralisanih radikala.

5.4. 4. 2. Ispitivanje redukcione sposobnosti ekstrakata FRAP metodom

FRAP test je koris¢en za odredivanje sadrzaja odredenih supstanci u krvnoj plazmi, ali je
kasnije nasao primenu i za odredivanje antioksidativnog kapaciteta biljnih ekstrakata (Magalhaes
i sar., 2008; Benzie i Strain, 1996). Doniranjem elektrona od strane antioksidanta dolazi do
redukcije kompleksa feri-tripiridiltriazina [Fe3*-TPTZ] do intezivnog plavog kompleksa fero-

tripiridiltriazina [Fe?*-TPTZ] pri malim pH vrednostima (Reakcija 5). Reakcija se
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spektrofotometrijski prati na 593 nm (maksimum apsorpcije redukcionog proizvoda) (Benzie i
Strain, 1996; Huang i sar., 2002)

Fe3* - kompleks + antioksidant ——» Fe?" kompleks (A = 593 nm)

Reakcija 5. Redukcija gvozda u prisustvu antioksidanta

Reakcionu smesu radne probe su {inili:
-3 mL FRAP reagensa i
- 60 pL uzorka (acetonski ekstrakt).

Rastvori i reagensi: 300 mmol/L acetatni pufer pH=3,6. (Rastvor 1), 10 mmol/L TPTZ
(tripiridiltriazin) u 40 mmol/L HCI. (Rastvor 2), 20 mmol/L FeClsz - 6H20 u H20. (Rastvor 3).
FRAP reagens se dobija meSanjem tri rastvora u odnosu 10 : 1 : 1.

Apsorbance su ocitane na A = 593 nm. Redukcioni potencijal izraCunat je na osnovu
kalibracione krive standardnog rastvora Troloxa (1 mg/mL), konstruisane pomocu serije
razblazenja Troloxa u vodi. Rezultat je izrazen kao mg ekvivalenata troloxa po g svezeg biljnog

materijala (mg Troloxa/g sv.m.).

5.4. 4. 3. Ispitivanje ukupne redukcione mo¢i ekstrakata (TRC test)

Test ukupne redukcione mo¢i ekstrakata, TRC test je odreden metodom po Oyaizu (1986).
Ovaj metod se zasniva na sposobnosti antioksidanata da redukuju Fe (111) heksacijanat u Fe (1)
heksacijanat (reakcija sa metalnim jonima) koji dovodi do povecanja apsorbance reakcionih
smesa. Kalijum fericijanid u reakciji sa gvozde (I1l) hloridom pod dejstvom antioksidanta daje

kalijum ferocijanid i gvozde (I1) hlorid (reakcija 6).

KsFe(CN)es] + FeClz  antioksidant . KaFe(CN)s-3H20 + FeCl»
Reakcija 6. Redukcija Fe (111) heksacijanata u Fe (I1) heksacijanat

Reakcionu smesu radne probe su ¢inili:

- 100 pL ekstrakta acetona
- 2 mL 1% rastvora Ks [Fe (CN) ¢],

- fosfatni pufer i
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- H20.

Smesa je inkubirana na 50 °C, 30 min, zatim je dodat rastvor trihlorsiréetne kiseline (10%)
i FeCls. Apsorbanca dobijenih smesa je merena na talasnoj duzini 700 nm. Redukcioni potencijal
izracunat je na osnovu kalibracione krive standardnog rastvora Troloxa, konstruisane pomocu
serije razblazenja Troloxa u vodi 1 mg/mL. Rezultati su izraZeni kao mg ekvivalenata Troloxa/g

sveze materije (Mg Troloxa/g sv.m.).

Rastvori i reagensi:

Kalijum - fericijanid (1% w/v),
Fosfatni pufer (0,2 M, pH 6,6),
Trihlorsiréetna kiselina (10%),
Gvozde hlorid (0,1%),

Standardni rastvor Trolox-a: 1 mg/mL u vodi.

5. 4. 4. 4. Ispitivanje sposobnosti neutralizacije ABTS * radikala

Za procenjivanje antioksidantnog kapaciteta, pored DPPH metode koris¢ena i ABTS
metoda. Obe metode karakteriSe “prikupljanje” slobodnih radikala, jer su njihovi mehanizmi
delovanja sli¢ni. Vazna osobina ABTS-a je da se dobro rastvara kako u vodi tako i u organskim
rastvaracima i reaguje relativno brzo.

DPPH metoda nije uvek precizna, posebno kada biljni materijal sadrzi antocijanine, $to
nije slucaj sa ABTS testom, narocito kada se apsorpcija meri na 734 nm (Arnao, 2000).
Antioksidativna aktivnost u uzorcima izrazava se u mg ekvivalentima Troloxa (mg Troloxa/mL)
Dobija se tako $to su koncentracije dobijene na osnovu kalibracione krive Troloxa pomnozene sa
faktorom razblazenja.

Sposobnost ekstrakata ispitivanih biljnih vrsta da neutraliSu radikal-katjon f,’-azino-bis

(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline), ABTS *, merena je prema metodi Re i sar. (1999).

Reakcionu smesu radne probe su Cinili:
-3 mL ABTS reagensa i
-100 pL acetonskog uzorka.
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Apsorbance su ocitane na A= 734 nm. Kalibraciona kriva je konstruisana pomocu serije
razblaZzenja Troloxa u vodi, 0,01 do 0,50 mg/mL pocevsi od osnovnog rastvora. Aktivnost
uklanjanja ABTS " radikala izraZena je u mg ekvivalenata Troloxa po g sveZe biljne matere (mg
Troloxa/g sv.m.).

Rastvori i reagensi:
a) ABTS'* je dobijen u reakciji 7,4 mmol/L vodenog rastvora J,B’-azino-bis-
(3etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS™) sa 2,6 mmol/L K2S20s u mraku na
sobnoj temperaturi, u trajanju od 12 h.

b) Standardni rastvor Trolox-a.

5. 5. Statisticka obrada podataka

Podaci su statisticki obradeni pomocu programa Statistika for Windows verzija 13.
Uradena je analiza varijanse (ANOVA), a znacajnost razlika medu ispitivanim sortama testirana
je koris¢enjem Duncan testa, dok je razlika izmedu zdravog 1 inficiranog ploda testirana t-testom
za sve analizirane parametre. Razlika je smatrana statisticki zna¢ajnom za nivo znacajnosti
P<0,05. Vrednosti su bile izrazene kao srednja vrednost + standardna greSka. Medusobna
zavisnost pojedinacnih antioksidanata i antioksidantnih testova analizirana je pomocu standardne
korelacione analize, a rezultati su prikazani koeficijentom korelacije (r). Znacajnost korelacije

testirana je t-testom (P<0.05).
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6. REZULTATI | DISKUSIJA

6. 1. FitopatoloSka istrazivanja

6. 1. 1. Simptomi mrke trulezi (Monilinia laxa)

Svi plodovi inficirani gljivom M. laxa i u prirodnoj infekciji i u uslovima veStacke
inokulacije pokazivali su znake trulezi. Kod zaraZenih sorti meso ploda je bilo mekSe u odnosu
na zdrave. Plesan ploda mogla se videti na mestima infekcije, uglavnom u obliku okruglih
“ispupcenja”, koja su prekrivala plod u potpunosti ili delimi¢no. Pege su se formirale
koncentri¢no sa razvojem bolesti, a u uslovima visih temperatura vazduha i vlaznosti vazduha,
mrka trulez pokrivala je ¢itav plod. Tipicno, patogen prodire u pukotine na pokozici (Hrusti¢ 1
sar., 2012), medutim infekcija se razvijala i na zdravim plodovima koji su bili u kontaktu sa
zarazenim. Trogodisnje istrazivanje je pokazalo da zarazeni plodovi otpadaju, postaju truli ili se
samo osuSe 1 ostanu na granama tokom zime. Gljiva prezimljava u obliku micelije u
“mumijama” ili u zarazenim granc¢icama. Lokalno, konidije (Slika 16) igraju klju¢nu ulogu u
razvoju inicijalnih infekcija i njihovog Sirenja. Kao §to je ve¢ napomenuto, apotecije i askusi sa

askosporama, tj. savrSeni stadijum se retko javlja u prirodnim uslovima (Balaz 1 sar, 2012).

6. 1. 2. Provera patogenosti

Patogenost izolata proverena je svih 9 sorti treSnje inokulacijama plodova u fizioloSkoj
zrelosti. Kao negativna kontrola, koriS¢eni su takode plodovi navedenih sorti inokulisani na isti
nacin - fragmentom sterilne podloge.

Provera patogenosti izolata M. laxa izvrSena je primenom vesStaCke inokulacije sa biljke
domacina sa kojih su izolovan patogen. Izolat M3B5 (Slika 15) je dva dana nakon inkubacije na
temperaturi od 24 °C prouzrokovalo trulez tkiva svetlo smede boje, karakteristican za rod
Monilinia. Od mesta inokulacije trulez se Sirila zahvatajuc¢i kako pokozicu, tako i mezokarp
ploda. Nekrotirane povrSine su u zavrSnoj fazi oboljenja prekrivene sivkastom prevlakom
konidiofora i konidija parazita. Na plodovima koji su inokulisani sterilnim fragmentom PDA
podloge (negativna kontrola) nije doSlo do pojave simptoma trulezi niti je bilo kakvih drugih

promena.
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Sa inokulisanih plodova obavljena je reizolacija patogena i reizolati su uporedeni sa izolatom
koris¢enim za inokulaciju. Dobijeni reizolati po izgledu kolonije i morfologiji reproduktivnih
tvorevina u potpunosti su odgovarali izvornom izolatu ¢ime je potvrdena patogenost izolata 1

ispunjeni Kohovi postulati. Uocena je razlika u intenzitetu zaraze na plodovima tre$nje

inokulisanim gljivom M. laxa, kao i porast micelije u zavisnosti od sorte sa koje potice izolat.

6. 1. 3. Karakteristike patogena Monilinia laxa

Sa svih ispitivanih sorti dobijeno je ukupno 54 izolata (sa svake sorte po 6).
Hrusti¢, (2013) je dosla do rezultata da se kod kosti¢avih voc¢aka u prirodnoj infekciji gljiva M.
laxa u odnosu na druge vrste roda Monilinia (M. fructigena, M. fructicola) javlja u najveéem
procentu. Razni autori su dosli do zakljucka da je identifikacija vrsta roda Monilinia moguc¢a na
osnovu morfoloskih makroskopskih osobina kolonija (boja, obod, prisustvo reznjeva, prisustvo
sporulacije, pigmetacija), kao i brzine porasta kolonije (Byrde i Willetts, 1977; Mordue, 1979;
Batra, 1991; Van Leeuwen i van Kesteren, 1998; De Cal i Melgarejo, 1999; van Leeuwen i sar.,
2002; Lane, 2002). U skladu sa istrzivanjima navedenih autora, neki od parametara su ispitivani

kako bi se potvrdilo prisustvo gljive M. laxa.

Dobijeni izolati sa svih sorti tre$nje su obrazovali kolonije koje su bile sivkasto obojene, dok je
vazdusna micelija bila oskudno razvijena na podlozi (Slika 15). Karakteristican je bio

neravnomeran porast kolonija i njihov talasast obod. Na nali¢ju Petri kutija kolonije su ispoljile
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blagu pigmetaciju u vidu braonkaste boje. Svi izolati gljive M. laxa su obrazovali kolonije
sli¢nog izgleda kao 1 izolati koje su opisali autori (Vasi¢, 2016; Hrusti¢, 2013; Batra, 1991; van
Leeuwen i van Kesteren, 1998; van Leeuwen i sar., 2002; Lane, 2002). Na plodovima
inokulisanim izolatima M. laxa nije doslo do formiranja spora.

Pored makroskopskih odlika, istraZivane su i mikroskopske osobine. Posmatranjem dobijenih
izolata i inficiranih plodova tresnje doslo se do zaklju¢ka da odabrani izolati Monilinia spp.
obrazuju hijalinske, jednocelijske konidije sedam dana posle zasejavanja. Konidije (Slika 16 A,
B) su limunastog do ovalnog oblika, jednocelijske kakve obrazuje M. laxa. Ove rezulate su
potvrdili (Hrusti¢, 2013; BalaZ i sar, 2012; Vasi¢, 2016).

Slika 16. Mikroskopski snimak konidija gljive M. laxa pod uvelicanjem 10x40 (A) i mikroskopski
snimak konidija gljive M. laxa pod uveli¢anjem 10x25 (B) - BTC mikroskop (Objavljeno u Kiprovski i
sar., (2018)

Na temperaturi od 24 °C izolati razlicitih vrsta sa treSnje ispoljili su statisticki znacajnu

razliku u brzini rasta kolonije (P<0,05) (Tabela 7). Izolati vrste M. laxa imali su razli¢it dnevni
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porast u zavisnosti od sorte tresnje sa kojih je izolovana gljiva. Porast micelije je meren nakon 2,
4, 6 i 8 dana od momenta zasejavanja na hranljivu PDA podlogu. Na osnovu Tabele 7. moze se
zapaziti da izolati imaju brz porast na PDA podlozi. Razlike u porastu koje se mogu zapaziti
izmedu ispitivanih izolata su zbog reznjevitog izgleda kolonija prilikom merenja (Vasi¢, 2016).
Nakon cCetvrtog dana najmanji porast je imao izolat M2Suml sa sorte Summit, dok je najveci
porast imao izolat M2J1 sa sorte Junska rana. Sestog dana moglo se zapaziti da se pre¢nik
micelije srazmerno povecavao u odnosu na Cetvrti dan. Osmog dana se moglo zapaziti da je
porast micelije bio ve¢i u odnosu na prethodna merenja, ali nije bilo statisticki znacajnih razlika
u duzini prec¢nika izmedu izolata.

Najnizi prosecni porast micelije je zabelezen sa sorte III/VAL M3V2 (6,16 mm/dan), dok
najvisi izmeren sa sorte Burlat (M3B5) (7,25 mm). Dobijeni rezulati su priblizni istrazivanju
Vasica (2016), ako se uzme u obzir da je prosean dnevni porast micelije izolata gljive M. laxa

sa jabuke bio 8 mm (od 6,25-9,75 mm/dan), i sa tre$nje 6,52 do 9,48 mm/dan (Hrusti¢, 2013).

Tabela 7. Merenje porasta micelije 9 izolata dobijenih sa razli¢itih sorti tre$nje na PDA podlozi. Razli¢ita

slova pored prosecnih vrednosti ukazuju na to da su proseci statisticki znacajno razliciti

Duncan test; variable Pre¢nik micelije posle 4 dana (Spreadsheetl) Homogenous Groups, alpha = 0 ,05000 Error:
Between MS = 0,00636; 0,03091; 0,08485 df = 22,000

- C e - o e Preénik micelije Pre¢nik micelije
Precnik micelije Precnik micelije nakon 6 dana nakon 8 dana
|ZOLAT nakon 2 dana nakon 4 dana mm mm
(mm) (mm) (mm) (mm)
Kontrola 0,000,007 0,000,007 0,000,007 0,000,007
S“”(‘I\”;'zts'ﬁfr:it) n 8,70+0,65° 19,30+1,85° 38,30+0,34° 54,700, 497¢d
Merch(ant izolat 1/1 9.20+0,81° 19,301,782 36,30+0,322 49,30+0,51°
M1M3
Lio”s(';jl‘ 1'ZL°1')"’“ n 9,60+0,90° 19,70+1,70° 39,300,372 54,300 51%¢
HI/VAL izolat 1/1 10,00+1,10% 20,701,972 37,30+0,35° 50,700,49%
(M3V2)
Asegfl"?l\;alnzzi;o'at 10,20+0,97% 20,70+1,88% 38,3020,36° 51,70+0,48%
P”“i‘/’fe(bh’)l‘;jg i)zo'at 10,50+1,01% 20,70+1,99% 38,300,372 56,000,530
Sue izolat 1/1 11,00+1,00° 21,302,115 39,30£0,41% 54,300 452
(M2S3)
Burlat izolat 1/1 11,3041 12 22,3042,05¢ 44,7040 42¢ 58,000 55
(M3B5)
Juni',(f (r,?An; J'lz)OIat 12,00+0,92° 24,3042,25¢ 43,7040 41¢ 51,300,507
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6. 1. 4. Ocene intenziteta zaraze

6. 1. 4. 1. Ocene intenziteta zaraze u prirodnoj infekciji

Istrazivanja su pokazala da je kod kosticavih vocaka od 3 najznacajnije vrste roda
Monilinia, M. laxa u prirodnoj infekciji gljiva zastupljena u 96,34% slucajeva, dok je
zastupljenost ostalih vrsta roda Monilinia znatno manja: M. fructigena 2,44% slucajeva, M.
fructicola 1,22% sluc¢ajeva (Hrusti¢, 2013).

U zavisnosti od vremena zrenja odredene sorte, vrSene su ocene intenziteta zaraze u
uslovima prirodne infekcije (stepen zaraze 0-4). Inficirani plodovi (po 20 sa svakog stabla) je
uzorkovano, ocenjivano, i nakon toga je uzeta prose¢na ocena intenziteta zaraze za svaku sortu
(Graf. 1).

Ocene intenziteta zaraze u uslovima prirodne infekcije
3.0 :
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Graf. 1. Ocena intenziteta zaraze plodova tresnje gljivom M. laxa u uslovima prirodne infekcije

U uslovima prirodne infekcije su se mogle zapaziti razli¢ite ocene intenziteta zaraze
(Graf 1.), sto je i ocekivano s obzirom da se radi o razli¢itim pomoloskim odlikama sorti kao i

o razli¢itom periodu zrenja plodova. Najveci intenzitet zaraze zabeleZen je kod ranijih sorti
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zrenja i to kod sorti Priusadebnaja i Asenova rana, sa najvecim intenzitetom zaraze, ocena
(2,5) kao i kod sorti Lionska rana i Summit, ocena (2). IstraZivanja su pokazala da sorte
ranijeg vremena zrenja imaju mekSe meso ploda u odnosu na kasnije sorte (Iezzoni i sar.,
1991). Utvrdeno je da su sorte treSnje sa debljom kutikulom manje podlozne pucanju ploda
(Demirsoy i Demirsoy, 2004), u skladu s tim 1 mogu¢noscu za pojavu infekcije (Holb, 2006).
Cvrstoéa ploda je u pozitivnoj korelaciji sa vremenom zrenja ploda (Fogle, 1961). Najnizi
intenzitet zaraze zapazen je kod sorte Sue koja je ocenjena ocenom (1), Sto je i ocekivano s

obzirom da se radi o kasnijoj sorti zrenja koju karakterise deblja kutikula.

6. 1. 4. 2. Ocene intenziteta zaraze u uslovima vestacke inokulacije

4 dana uzastopno, ocenjivan je intenzitet zaraze od 0-4 (Peterson i sar., 1948).
Rezultati istrazivanja su pokazali da plodovi sa oSte¢enom kutikulom pokazuju vecu
osetljivost na prouzrokovaca mrke trulezi — M. laxa (Holb, 2008). U ovom radu su se mogle
zapaziti statisticki znacajne razlike u intenzitetu zaraze izmedu sorti. Najvece razlike izmedju
sorti su zabelezene tre¢eg dana nakon vestacke inokulacije.

Prvog dana nakon vesStacke inokulacije najveci intenzitet zaraze mogao se videti na
sortama Sue, Asenova rana, Burlat i I1I/VAL (Tabela 8). Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu
na kontrolu zapazena je na plodu tre$nje sorte III/VAL.

Dva dana nakon vestacke inokulacije mogla se zapaziti drugacija situacija u odnosu na
prethodni i nulti dan. Najveci intenzitet zaraze gljivom M. laxa, mogao se zapaziti na plodu
treSnje sorte Burlat. Iako je ovo bio plod na kojem je zabeleZen najvisi intenzitet zaraze, nije
bilo statisticki znacajnih razlika u odnosu na druge sorte (Tabela 8). U odnosu na kontrolu,
ocene intenziteta zaraze na plodovima su bile statisticki znacajne.

U odnosu na prethodne slucajeve (prvi i drugi dan nakon veStacke inokulacije), treceg
dana nakon vestacke inokulacije mogle su se zapaziti razli¢ite ocene intenziteta zaraze izmedu
sorti koje su inokulisane. U odnosu na kontrolu, bilo je statisticki zna¢ajnih razlika izmedu
sorti (Tabela 8). Intenzitet zaraze bio je najnizi kod sorte Merchant (ocena 1,4). Najveci
intenzitet zaraze pronaden kod sorte Burlat (ocena 3,4), iako su literaturni podaci pokazali da
je ova sorta u oplemenjivanju izdvojena kao potencijalni roditelj i donor gena otpornosti na
gljivu M. laxa (Iezonni i sar., 1991). Sorte III/VAL i Priusadebnaja takode su pokazali visok
intenzitet infekcije.
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Cetriri dana nakon vestacke inokulacije moglo se zakljuéiti da su svi plodovi inokulisani
izolatom M3B5 delimi¢no do potpuno bili zaraZeni gljivom M. laxa. Posmatrano u celini,

izmedu plodova nije bilo statisticki znacajnih razlika.

Tabela 8. Ocene intenziteta zaraze kod 9 sorti tresnje u uslovima vestacke inokulacije izolatom
M3B5. Razlicita slova pored prosecnih vrednosti ukazuju na to da su proseci statisticki znacajno

razli¢iti

Duncan test; razvoj simptoma posle jednog dana od inokulacije (Spreadsheet3) Homogenous Groups, alpha =
0,05000 (Non-Exhaustive Search) Error: Between MS = ,06667, df = 72,000

Razvoj Razvoj Razvoj Razvoj
simptoma simptoma posle simptoma posle  simptoma
Sorta inokulisanog ploda Izolat kojim je posle jednog d.va dana.(.)d Fri dana gd posle ¢etiri
inokulisan plod dana od inokulacije inokulacije dana od
inokulacije inokulacije
Kontrola sterilna podloga 0,000,002 0,00£0,00°  0,00£0,00*  0,000,00°
Junska rana M3B5 0,00+0,002 1,20+0,10°  2,20+0,18°¢  3,80+0,30°
Summit M3B5 0,000,002 1,20+0,10°  2,60+0,24%¢" 4 ,00+0,40°
Priusadebnaja M3B5 0,00+0,002 1,40+0,12% 3,00+0,22%  4,00+0,38°
Merchant M3B5 0,00+0,002 1,20+0,10% 1,40+0,10° 3,40+0,30°
Lionska rana M3B5 0,00+0,002 1,00+0,08° 1,80+0,16*  3,40+0,30°
Sue M3B5 0,20+0,00%® 1,20+0,10°  2,40+0,22°%  4,00+0,38°
Asenova rana M3B5 0,20£0,01%  1,20+0,10*  2,80+0,26°®  4,00+0,40°
Burlat M3B5 0,20+0,00%® 1,60+0,14 3,40+0,28¢ 3,80+0,30°

II/VAL (Valerij 1,20+0,10% 3,00+0,22%  4,00+0,40°

b
Ckalov) M3B5 0,40+0,00

6. 2. Biohemijski pokazatelji odgovora plodova tre$nje na infekciju patogenom M. laxa

6. 2. 1. Fitohemijska analiza enzimskih antioksidanata i intenzitet lipidne peroksidacije

6. 2. 1. 1. Sadrzaj rastvorljivih proteina u plodovima treSnje

Sadrzaj rastvorljivih proteina u plodovima ispitanih sorti kretao se od 5,42 do 15,74
mg/g. Najvisi sadrzaj proteina je meren u sortama zarazenih plodova III/VAL (15,74 mg/g),
dok je najmanji sadrzaj proteina izmeren u plodu sorte Lionska rana u uslovima zaraze (5,42
mg/g). U plodovima sorti Junska Rana, Priusadebnaja i Summit (Graf. 2) nije bilo statisticki
znacajnih razlika u ukupnom sadrZaju proteina izmedu zdravih i zaraZenih plodova. Prose¢an
sadrzaj proteina u zdravom plodu tresnje iznosi 11 mg/g (USDA National Nutrient Database,

2018). Sorte koje su pokazale nizi sadrzaj proteina u uslovima infekcije bile su Burlat,
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Lionska rana, Prisusadebnaja, Sue i Summit. Suprotna situacija je ustanovljena kod ostale

éetiri sorte.
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Graf. 2. Sadrzaj rastvorljivih proteina u zdravim i inficiranim plodovima tre$nje. Rezultati izraZeni u
mg/g su predstavljeni kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. Podaci oznaceni * znacajno se

razlikuju za P<0.05

6. 2. 1. 2. Aktivnost antioksidantnih enzima u plodovima tresnje

6. 2. 1. 2. 1. Aktivnost pirogalol peroksidaze (PPx) u plodovima treSnje

Aktivnost pirogalol peroksidaze (PPx) kod zdravih plodova treSnje varirala od 0,32 do
0,53 U/mg proteina, dok se kod inficiranih kretala od 0,21 do 0,59 U/mg proteina (Graf. 3).
Najniza aktivnost je zabelezena kod zarazenih plodova sorte Asenova rana, dok je najveca
aktivnost zabelezena u zarazenom plodu Merchant. Niza aktivnost ovog enzima je
ustanovljena kod vecine sorti koje su ispitivane u uslovima infekcije, Sto moze ukazati na

povecanu proizvodnju ROS-a, koja nije mogla biti neutralizovana od strane biljke.
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Graf. 3. Aktivnost pirogalol peroksidaze (PPx) u zdravim i inficiranim plodovima tre$nje. Rezultati
izrazeni u U/mg proteina su predstavljeni kao aritmeti¢ka sredina * standardna devijacija. Podaci

oznaceni * znacajno se razlikuju za P<0.05

6. 2. 1. 2. 2. Aktivnost gvajakol peroksidaze (GPx) u plodovima tresnje

Povecana aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPx) zabeleZena je u plodovima sorti Burlat i
Summit nakon infekcije, s tim da kod Burlata nije bilo statisticki znacajnih razlika u odnosu
na zdrav plod. Kod inficiranih plodova genotipova Asenova rana, III/VAL, Merchant i
Priusadebnaja nije utvrdena statisticki znacajna razlika u aktivnosti enzima u poredenju sa
zdravim plodovima (Graf. 4). Stajner i sar. (2006, 2008) su dosli do zakljutka da razli¢iti
oblici biotickog ili abiotickog stresa povecavaju aktivnost peroksidaza. U drugim ispitivanim
sortama, aktivnost ovog enzima se smanjila u prisustvu patogena M. laxa. Najniza aktivnost
enzima u odnosu na sve ostale sorte zabelezena je kod plodova sorte III/VAL, iako je u
uslovima infekcije ova sorta pokazala najvec¢i sadrzaj proteina u poredenju sa ostalim

prouCavanim sortama. Peroksidaza utiCe na promenu ukusa, boje, teksture i hranljive
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vrednosti plodova (Filis i sar., 1985), ukljucujuci promene u procesu sazrevanja (Miesle i sar.,
1991). Kiprovski, (2013) je istrazivala uticaj fitopatogenih gljiva na aktivnost enzima GPx i
dosla do zakljucka da je u listu kukuruza pod uticajem gljive S. sclerotiorum znacajno
povecana aktivnost ovog enzima. Takode je u listovima Seferne repe uocena povecana
aktivnost ovog enzima pod uticajem fitopatogene gljive R. solani, dok kod soje pod uticajem

gljive R. solani nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika u enzimskoj aktivnosti u odnosu na

kontrolu.
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Graf. 4. Aktivnost gvajakom peroksidaze (GPx) u zdravim i inficiranim plodovima tre$nje. Rezultati
izrazeni u U/mg proteina su predstavljeni kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. Podaci

oznaceni * znacajno se razlikuju za P<0.05

6. 2. 1. 2. 3. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) u plodovima treSnje

U ispitivanim sortama, aktivnost SOD se kretala od 3,74 do 12,52 U/mg proteina.

Najniza aktivnost SOD-a je zabelezena u inficiranim plodovima sorte Lionska Rana, a najviSe
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u zarazenim plodovima sorte Burlata (Graf. 5). Posmatrano u celini, povecana aktivnost SOD-
a ve¢inom je preovladavala u uslovima infekcije, $to je i ocekivano s obzirom da su
istrazivanja pokazala da je aktivnost ovog enzima intenzivnija u uslovima delovanja biotickog
i abioti¢kog &inioca (Barna i sar, 2003; Zdrero-Pavlovi¢, 2017.) Pored toga $to ovaj enzim
direktno utice na uklanjanje slobodnih radikala, takode delimicno uti¢e na otpornost, tako Sto
povecava toleranciju biljaka na stanje stresa (Perl et al., 1993; Allen et al., 1997). Povecana
aktivnost ovog enzima u zarazenim plodovima primecéena je kod genotipova Asenova Rana,
Burlat, 111/VAL, Merchant, Priusadebnaja, Sue i Summit (statisti¢ki znacajne razlike — Burlat,
III/VAL, Merchant, Summit), dok je kod sorti Junska Rana i Lionska Rana zabelezena

suprotna situacija, ali razlike nisu bile statisti¢ki znacajne.
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Graf. 5. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) u zdravim i inficiranim plodovima tre$nje. Rezultati
izrazeni u U/mg proteina su predstavljeni kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. Podaci

oznaceni * znacajno se razlikuju za P<0.05
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Baker (1976) je istrazivao aktivnost SOD u plodovima voca i povréa, u razliitim
fazama zrenja. Vrednosti su iznosile za paradajz 19,60-19,80 U/mg proteina, bananu 3,60-
3,80 U/mg proteina, avokado 30,40-38,50 U/mg proteina, i jabuku 3,20-4,00 U/mg proteina.

6. 2. 1. 3. Intenzitet lipidne peroksidacije u plodovima tresnje

Stepen intenziteta LP kretao se od 5,52 - 9,17 nmol MDA/g sv.m. u zdravim do 5,76-
10,76 nmol MDA/g sv.m. u zarazenim plodova (Graf. 6). U plodovima tresnje sorti Burlat,
Merchant, Priusadebnaja i Summit inficiranih gljivom M. laxa zabeleZeno je povecanje
intenziteta lipidne peroksidacije, s tim da je jedino kod sorte Summit razlika bila statisticki
znacajna (10,76 nmol MDA/g sv.m.) - 50,34% viSe u odnosu na zdrav plod. U inficiranim
plodovima genotipova Asenova rana, Junska rana i III/VAL zabelezeno je smanjenje
intenziteta lipidne peroksidacije, dok sorta Sue nije pokazala statisti€¢ki znacajnu razliku
intenziteta LP u poredenju sa zdravim plodovima. Proces LP se smatra markerom
oksidativnog stresa u ¢elijskim membranama koji su rezultat ROS indukcije (Petersen i sar.,
1999). Istrazivanja su pokazala da prisustvo gljive Sclerotinia sclerotiorum, koja po
sistematskom mestu potiée iz iste porodice kao gljiva M. laxa, takode indukuje povecéanje LP
u biljakama soje nakon infekcije (Malenci¢ i sar., 2010). Singh i sar. (2012) su ispitivali
“klimakteri¢no ponaSanje” plodova sorti §ljive izazvane branjem i skladiStenjem razli¢itih na
intenzitet lipidne peroksidacije. Rezultati su pokazali da je kod veéine sorti tokom zrenja i
skladiStenja bila poviSena peroksidacija lipida.

Vecina plodova ranih sorti zrenja pokazuje niZze nivoe LP u uslovima infekcije kakve su
Junska rana, Asenova rana, III/VAL, Burlat. Yang i sar. (2008) su istraZivali intenzitet lipidne
peroksidacije plodova banana u razli¢itim periodima zrenja, tj. razmekSavanja ploda. Intezitet
lipidne peroksidacije varirao je od 4,64 do 51,78 nmol MDA/g sv.m. u zavisnosti od dana

skladistenja.
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Graf. 6. Intenzitet lipidne peroksidacije u zdravim i inficiranim plodovima tre$nje. Rezultati izrazeni u
nmol malonil dialdehid/g sveze materije (nmol MDA/g sv.m.) su predstavljeni kao aritmeticka sredina

+ standardna devijacija. Podaci oznaceni * znacajno se razlikuju za P<0.05

6. 2. 1. 4. Analiza varijanse enzimskih antioksidanata i intenziteta lipidne peroksidacije

Gljivicna infekcija kod plodova nije znacajno uticala na sadrzaj proteina posmatrano u
celini (Tabela 9), ali su sorte tresnje bile znacajan izvor varijacije. Posmatrajuci razli¢ite
plodove u uslovima infekcije moglo se zapaziti da nije bilo korelacije izmedju enzimske
aktivnosti 1 sadrzaja proteina, ali je zato u zdravim plodovima enzimska aktivnost bila u
korelaciji sa sadrzajem proteina. Prema ANOVA, na aktivnost lipidne peroksidacije (LP),
aktivnost pirogalol peroksidaze (PPx), gvajakol peroksidaze (GPx), superoksid-dismutaze
(SOD) 1 na sadrzaj proteina u plodovima tresnje, znacajno su uticali karakteristika sorte,
prisustvo bolesti i interakcija ova dva faktora. Rezultati Malencic¢a i sar. (2010) su pokazali da
je uticaj fitopatogenih gljiva na biljke znacajan, a manifestuje se u promenama antioksidantne

enzimske aktivnosti, koja se razlikovala medu genotipovima. Navedeni rezultati podrzavaju
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znaCaj enzimskih antioksidanata u odlozenom starenju i potencijalnoj otpornosti biljaka na

bioticki stres. Low 1 Merida (1996) su prvi dosli do zakljucka da je produkcija ROS

najintenzivnija u interakciji biljaka sa gljivama, bakterijama i virusima, a samim tim je u

uslovima infekcije povecana aktivnost antioksidantnih enzima (Barna i sar, 2003; Perl i sar.,
1993; Allen i sar., 1997).

Tabela 9. Analiza varijanse sadrZaja ukupnih proteina (SP), intenziteta lipidne peroksidacije (LP),

aktivnosti superoksid dismutaze (SOD), gvajakol peroksidaze (GPX), pirogalol peroksidaze (PPX)

Suma Stepeni Sredina F Sig. (nivo
Parametar kvadrata slobode stepena znacajnosti)
slobode
Intenzitet lipidne Izmedu grupa 72,63 8 9,08 8.31*** 0,00
peroksidacije (LP) (nmol Unutar grupa 49,13 45 1,09
MDA/g svm.) Total 121,76 53
Sadrzaj ukupnih proteina Izmedu grupa 108,47 8 13,56 2.89*** 0,01
(SP) mgl/g Unutar grupa 211,09 45 4,69
Total 319,56 53
Aktivnost pirogalol Izmedu grupa 0,30 8 0,04 7.20%** 0,00
peroksidaze (PPx) (U/mg Unutar grupa 0,24 45 0,01
proteina) Total 0,54 53
Aktivnost gvajakol Izmedu grupa 1,34 8 0,17 5.92%** 0,00
peroksidaze (GPx) U/mg Unutar grupa 1,27 45 0,03
proteina Total 2,61 53
Aktivnost superoksid- Izmedu grupa 217,36 8 27,17 20.29%** 0,00
dismutaze (SOD) U/mg Unutar grupa 60,26 45 1,34
proteina Total 277,62 53

Svi rezultati HPLC analiza koji slede objavljeni su od strane kandidata sa ostalim autorima, u

istom ili modifikovanom obliku, u radu Kiprovski i sar. (2018).

6. 2. 2. HPLC analiza sadrzaja primarnih metabolita u plodovima treSnje

6. 2. 2. 1. Sadrzaj Secera u plodovima tresnje

Plodovi treSnje imaju umerenu koli¢inu ugljenih hidrata, naroCito prostih Secera

(glukoza, fruktoza, saharoza i Secerni alkohol - sorbitol) i organskih kiselina (jabucna,

limunska, ¢ilibarna, mlec¢na i oksalna) (Serrano i sar., 2005; Usenik i sar., 2008; Usenik 1 sar.,

2010; McCune i sar., 2011; Serradilla i sar., 2011; Ballistreri i sar., 2013; Pacifico i sar.,

2014). Istrazivanja su pokazala da je, iako se neke sorte treSnje razlikuju u pomoloskim
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osobinama, zabeleZena slaba korelacija izmedu boje ploda i nutritivnih svojstava (Willson i

Whelan 1990).

Analizirani plodovi sorti tresnje sadrzali su tri redukovana Secera: glukoza, fruktoza i
sorbitol. Nije postojala zna¢ajna razlika u sadrzaju redukujuéih Secera u poredenju zdravih i
zarazenih plodova, osim kod sorte Priusadebnaja i III/VAL, koji su pokazali znacajno
smanjenje u uslovima infekcije, u odnosu na zdrave. Takode, zarazeni plodovi sorte Sue
pokazali su nizi sadrzaj sorbitola u poredenju sa zdravim (Graf. 7). Istrazivanja su pokazala da
sadrzaj glukoze razliCitih sorti treSnje iznosi izmedu 55-123 g/kg sv.m., sadrzaja fruktoze
izmedu 44-101,5 g/kg sv.m. i sadrzaja saharoze izmedu 35-12,5 g/kg sv.m. (Girard i Kopp,
1998; Usenik i sar., 2008). Sadrzaj Secera u ispitivanim sortama iznosio je: glukoza 205-439 i
268-443 g/kg s.m., fruktoza 175-398,9 i 208,6-365,8 g/kg s.m. i sorbitola 20-47,6 i 19,2-38,6

g/kg s.m. kod zdravih i zarazenih plodova.

Da bi se sirio i razvijao se, biljni patogen mora osigurati izvor organskog ugljenika iz
biljke. Tako se regulisanje odbrambenih odgovora intenzivno istraZzuje decenijama, manje se
zna o efektima fitopatogene infekcije na primarni metabolizam (Berger i sar., 2007).

Usenik i Marn (2016), su dosli do zakljucka da je tokom zaraze biljnim virusom zabelezeno

smanjenje Secera u plodovima $ljive.
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Graf. 7. Sadrzaj glukoze, fruktoze, i SeCernog alkohola sorbitola u zdravim (Z) i inficiranim (I)
plodovima tre$nje. Podaci izrazeni u g/kg s.m. su predstavljeni kao aritmeticka sredina + standardna

devijacija. Rezultati oznaceni * znacajno se razlikuju za P<0.05

6. 2. 2. 2. Sadrzaj organskih kiselina u plodovima treSnje

lako sadrZaj organskih kiselina kod treSanja varira u zavisnosti od sorte, njihova
koncentracija takode ima znacajnu ulogu po pitanju ukusa voca tako S$to utie na
uravnotezenost izmedu kiselina i Se¢era. Kod voca i povréa, uglavnom je slucaj da organske
kiseline postoje slobodne ili u obliku drugih jedinjenja kao §to su soli, estri ili glikozidi
(Cemeroglu i sar., 1986).

Usenik 1 sar. (2008) ispitivali su sadrzaj primarnih metabolita u 13 sorti treSnje i
istrazivanje je pokazalo da se sadrZaj jabucne, limunske 1 fumarne kiseline kretao izmedu
3,53-8,12 g/kg sv.m., 0,11-0,54 g/kg sv.m. i 0,97-7,56 g/kg sv.m. Navedeni istrazivaci su

dosli do zakljucka da je jabucna kiselina dominantna organska kiselina kod svih ispitanih 13
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sorti treSnje, $to je potvrdeno sli¢nim rezultatima dobijenim u drugim publikacijama (Girard i
Kopp, 1998; Usenik i sar., 2010; Serradilla i sar., 2011).

Organske kiseline detektovane u ispitivanih sortama tre$nje su bile limunska, jabuc¢na,
hinska, Sikimska i1 fumarna, dok je Burlat imao i vinsku kiselinu, a njen sadrzaj je znacajno
uvecan nakon infekcije (Graf. 8).

U zdravim plodovima treSnje, najnizi sadrzaj limunske i hinske kiseline (Graf. 8)
zabelezen je u zdravim plodovima sorte Summit (19,9 g/kg s. m. limunska kiselina i 35,4 g/kg
s.m. hinska kiselina), dok je najvisi sadrzaj limunske (73,3 g/kg s.m.), jabuéne (117,2 g/kg
s.m.) 1 hinske kiseline (89,8 g/kg s.m.) zabeleZen u plodu sorte Junska rana. Najnizi sadrzaj

jabucne kiseline identifikovan je kod sorte III/VAL (46,8 g/kg s.m.)
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Graf. 8. Sadrzaj limunske, vinske, jabu¢ne i hinske kiseline u zdravim i inficiranim plodovima tresnje.
Rezultati izrazeni u g/kg s.m. su predstavljeni kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. Podaci

oznaceni * znacajno se razlikuju za P<0.05
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U uslovima infekcije ploda treSnje najnizi sadrzaj limunske (19 g/kg s.m.), jabucne
(51,2 g/kg s.m.) i hinske kiseline (37 g/kg s.m.) zabeleZen je u sorti Summit, dok je najvisi
sadrzaj istih kiselina zabelezen u sorti Sue — limunska (65,5 g/kg s.m.), jabucna (101,7 g/kg
s.m.) i hinske (79,9 g/kg s.m.).

Vinska kiselina identifikovana je jedino u plodu sorte Burlat (6 g/kg s.m. u zdravom
plodu i 8,4 g/kg s.m. u inficiranom plodu).

Kod sorte Junska rana i Merchant znac¢ajno je smanjen sadrzaj organskih kiseline nakon
infekcije, dok su Sue i II/VAL reagovale na infekciju akumulacijom organskih kiselina,
posebno fumarne kiseline (51 2,5 puta, tim redom). Ako se izuzme sorta Junska rana, sve
druge sorte su povecale sadrzaj fumarne kiseline kod zarazenih plodova (Graf. 9).

Najnizi sadrzaj Sikimske kiseline zabelezen je u zdravom plodu sorte III/VAL (0,15
g/kg s.m.), dok je najvisi sadrzaj (0,51 g/kg s.m.) zabeleZzen u zdravom plodu sorte Junska
rana.

Za razliku od Sikimske kiseline, sadrzaj fumarne kiseline je bio najnizi u zdravom plodu sorte
Summit (0,03 g/kg s.m.), dok je najvisi bio zabelezen u inficiranom plodu sorte Burlat (0,57

g/kg s.m.).

74



Fitohemijska analiza i antioksidantni kapacitet plodova tre$nje inficiranih gljivom Monilinia laxa Aderh i Ruhl,
B. Borkovi¢

0,70

0,60

0,50

0,40

g/kg s.m.

0,30

0,20

v W Zdravi
Sikimska kiselina y fumarna kiselina o
Sorte tresnje Inficirani

Graf. 9. Sadrzaj sikimske i fumarne kiseline u zdravim i inficiranim plodovima tresnje. Rezultati
izrazeni u g/kg s.m. su predstavljeni kao aritmeti¢ka sredina * standardna devijacija. Podaci oznaceni

* znacajno se razlikuju za P<0.05

6. 2. 3. Fitohemijska analiza sekundarnih metabolita

6. 2. 3. 1. Sadrzaj ukupnih fenola u plodovima tresnje

Istrazivanja su pokazala da se u prisustvu patogena fenoli nakupljaju na mestu infekcije
(Britton, 1983; Dixon i Paiwa, 1995, Malenci¢ i sar., 2012), tj. sadrzaj fenola u biljnim
delovima u uslovima stresa je ve¢i u odnosu na one biljke koje nisu pretrpele stres.
Akumulaciju fenolnih jedinjenja u plodovima kivija inficiranih gljivom Botritis cinerea
ustanovio je Wurms (2005). Otpornost na trulez ploda koju prouzrokuje gljiva M. fructicola
kod breskve (Prunus persica L.) bila je povezana s brojnim faktorima koji izmedu ostalog
ukljucuju poveéanje nivoa fenolnih i drugih biohemijskih jedinjenja (Gradziel i sar., 2003).

Kod acetonskih ekstrakata sadrzaj ukupnih fenola u ispitivanim sortama se kretao od
3,53-6,50 mg GAE/g. s.m. u zdravim plodovima i od 3,03-9,02 mg GAE/g s.m. u zarazenim
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(Graf. 10). Dve sorte su pokazale znacajno veci sadrzaj fenola u zaraZzenim plodovima i to
rane sorte zrenja I11/VAL i Lionska rana. Posmatrano u celini, kod svih ispitivanih sorti je bilo
statisticki znacajnih razlika izmedu zdravih i zaraZenih plodova, osim kod sorti Junska rana i
Summit kod kojih nije bilo znacajnih razlika u uslovima infekcije u odnosu na zdrave.

Ispitivanje sadrzaja ukupnih fenola u metanolnim ekstraktima kod veéine sorti su
pokazali slicnu situaciju u poredenju sa acetonskim. Ispitivani plodovi imali su sadrzaj
ukupnih fenola koji se kretao u rasponu od 2,63 do 6,02 mg/g s.m. u zdravim plodovima i od
2,11 do 5,07 mg GAE/g s.m. u zarazenim plodovima (Graf. 10). Infekcija je statisticki
znacajno uticala na ukupan sadrzaj polifenola u plodovima Burlat, Asenova rana, Junska rana
i Merchant.

Posmatrano u celini, acetonski ekstrakti su pokazali ve¢i sadrzaj ukupnih fenola u

plodovima treSnje. Razlika u pogledu ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja u zavisnosti od
ekstrakcionog sredstva je posledica razli¢ite polarnosti kori§¢enih rastvaraca koji selektivno
ekstrahuju pojedina fenolna jedinjenja (Chirinos i sar., 2007; Mane i sar., 2007; Spigno i sar.,
2007).
Istrazivanja su pokazala da je aceton efikasniji rastvara¢ od metanola za ekstrakciju ukupnih
fenola i flavonoida. Stojanovi¢, (2015) je istrazivala sadrzaj metanolnih i acetonoskih
ekstrakata raznih voénih vrsta. Pri tome je doSla do rezultata da je najmanji sadrzaj ukupnih
fenola odreden u ekstraktima metanola, a najveci u ekstraktima acetona.

Neka istraZivanja su pokazala da je pSenica gajena u uslovima infekcije reagovala sli¢no
na napad patogena kao vecina ispitivanih sorti treSnje. U bolesnim listovima pod uticajem
gljive Ustilago tritici je sadrzaj fenola za 31,75% bio nizi nego kod zdravih biljaka (Tehmina
i sar., 2012). Takode, pod uticajem drugog patogena (Alternaria triticina) sadrzaj fenola se
smanjivao sa napretkom bolesti (Tyagi i sar., 1998). Sto se ti¢e kosti¢avih voénih vrsta,
rezultati su pokazali da je smanjenje koncentracije pojedinih fenolnih jedinjenja u epidermisu
ploda breskve u korelaciji sa povecanjem osetljivosti na patogena Monilinia fructicola
(Bostock et al., 1999).

Mahmood i sar. (2013) su ispitivali promene ukupnih fenola u sortama tresnje u
razli¢itim fazama zrenja i sadrzaj se kretao od 1,76-6,87 mg GAE/g. s.m. u tri faze zrelosti.

Drugi izvori su pokazali da se sadrzaj fenola kretao od 1,01-5,57 mg/g (Skrzynski i sar.,
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2016), 0,76-3,01 mg GAE/g s.m. (Prvulovi¢ i sar., 2012). Goncalves i sar. (2004) su dosli do

rezultata da se ukupan sadrzaj fenola u sortama treSnje kretao od 0,06 do 2,30 mg GAE/qg.
Nakon inokulacije fitopatogenom gljivom R. solani, u korenu biljaka soje i kukuruza,

kao 1 u listu biljaka Secerne repe doslo je do statisticki znac¢ajno povecane akumulacije fenola,

dok se u listu soje i1 korenu Sec¢erne repe njihov sadrzaj znac¢ajno smanjio (Kiprovski, 2013).
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Graf. 10. Sadrzaj ukupnih fenola u zdravim i inficiranim plodovima tre$nje. Rezultati izrazeni u mg
ekvivalenta galne kiseline/g suve materije (mg GAE/g s.m.) su predstavljeni kao aritmeticka sredina *

standardna devijacija. Podaci oznaéeni * znacajno se razlikuju za P<0.05
6. 2. 3. 2. Sadrzaj ukupnih tanina u plodovima tresnje

Koncentracija tanina varira u zavisnosti od genotipa biljke, stadijuma razvoja i faktora
spoljne sredine (Prvulovi¢ i sar., 2011). Sadrzaj ukupnih tanina u zdravim plodovima tresnje
se kretao u rasponu od 0,96 do 2,63 mg GAE/g. s.m. dok se u zarazenim kretao od 0,52-2,02

mg GAE/g s.m. Vecina ispitanih sorti pokazala je nizi sadrzaj tanina u zarazenim plodovima
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kao i kod fenola, u odnosu na zdrave plodove (Graf. 11). Ova povezanost trenda promene
fenola i tanina kod svih ispitivanih sorti je o¢ekivana, s obzirom na to da tanini predstavljaju
jednu od najznacajnih grupa u sklopu fenolnih jedinjenja (Chung i sar., 1998). Najvisi sadrzaj
ukupnih tanina zabeleZen je u zdravom plodu sorte Priusadebnaja (2,63 mg GAE/g. s.m.), dok
je najnizi izmeren u zarazenom plodu sorte Merchant (0,52 mg GAE/g. s.m.). lako je imala
najnizu ocenu fitopatogenosti tre¢eg dana nakon inokulacije, sorta Merchant je veoma
osetljiva na pucanje ploda (indeks pucanja > 50.1) (Milatovi¢ i Burovi¢, 2010), a samim tim i
na napad bolesti (Holb, 2006). Rane sorte zrenja Lionska Rana i III/VAL su imale veci
sadrzaj tanina u uslovima infekcije. Najvece razlike izmedju zdravih i zarazenih plodova u
pogledu koncentracije tanina zabeleZene su kod ranijih sorti zrenja Lionska rana, Merchant,
Priusadebnaja i kod srednje kasne sorte Summit. Prvulovi¢ i sar. (2012) su ispitivali sadrzaj
ukupnih tanina u razli¢itim sortama tresanje, i on se kretao od 0,32-0,75 mg GAE/g sv.m.
Istrazivanja su pokazala da tanini imaju zna¢ajnu ulogu u kontrolisanju Sirenja hifa gljiva tako
§to vrSe inhibiciju ekstracelularnih enzima (hidrolaza koje produkuju gljiva) — (celulaze,
pektinaze, ksilanaze). Pomocu navedenih enzima, gljive razgraduju pektin i uzrokuju
razmeksSavanje, potom i maceraciju ¢elija biljke domacina (Scalbert, 1991; Lattanzio i sar.,
2006). Ovo se moZe objasniti sporijim propadanjem plodova treSnje nakon inokulacije
fitopatogenom gljivom, na primer, sorta Merchant je imala niZu ocenu patogenosti treceg

dana nakon infekcije (1,4), dok je sorta Burlat nakon istog perioda imala ocenu (3,8).
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Graf. 11. Sadrzaj ukupnih tanina u zdravim i inficiranim plodovima tre$nje. Rezultati izraZzeni u mg
ekvivalenta galne kiseline/g suve materije (mg GAE/g s.m.) su predstavljeni kao aritmeticka sredina +

standardna devijacija. Podaci oznaceni * znacajno se razlikuju za P<0.05
6. 2. 3. 3. Sadrzaj ukupnih flavonoida u plodovima tresnje

Flavonoidi predstavljaju grupu sekundarnih biomolekula koji igraju veoma vaznu ulogu
u otpornosti biljaka prema fitopatogenim mikroorganizmima. Oni su “hvata¢i” ROS, koji se
produkuju od strane patogena i biljke kao rezultat infekcije (Blount i sar., 1992; Dai i sar.,
1996).
Sadrzaj ukupnih flavonoida kretao se od 0,33 do 0,98 mg RE/g s.m. u zdravim plodovima
tresnje, dok je u zarazenim plodovima sadrzaj flavonoida varirao izmedu 0,371 1,51 mg RE/g
s.m. (Graf. 12). U cetiri od devet ispitivanih sorti zna¢ajna razlika je utvrdena u sadrzaju
flavonoida izmedu zdravih i zarazenih plodova (III/VAL, Junska rana, Sue, Summit). Kod
sorti Asenova rana i Merchant nije bilo statisticki znacajne razlike u sadrzaju flavonoida
izmedu zdravih 1 zarazenih plodova. Sorta Sue, koja ima nizak indeks pucanja ploda, se u

oplemenjivanju vocaka koristi kao “donor gena” za otpornost na pucanje ploda (Iezzoni i sar.,
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1991; Sansavini 1 Lugli, 2008), a samim tim i na trulez. Istrazivanja su pokazala da su

flavonoidi inkorporirani u ¢elijske zidove nekroti¢nih ¢elija (Beckman i sar., 2000), §to su u

ovom slucaju pokazale sorte Sue (52% veci sadrzaj u uslovima infekcije), Priusadebnaja

(23% veéi sadrzaj u uslovima infekcije), i Junska rana (42% veéi sadrzaj u uslovima

infekcije), HI/VAL (2,2 puta veci sadrzaj u uslovima infekcije) Sto je u skladu sa

istrazivanjima (Britton, 1983; Dixon i Paiva, 1995; Malenci¢ i sar., 2012; Medi¢ Pap i sar.,

2014; Blount i sar, 1992; Dai i sar., 1996). Sorta III/VAL koju karakteriSe veoma intenzivna

boja soka, mesa i pokozice ploda je pokazala najveci sadrzaj flavonoida u uslovima infekcije

u odnosu na druge sorte. Sadrzaj flavonoida u razli¢itim sortama tre$nje se kretao od 0,42-

1,54 mg/g s.m. (Prvulovi¢ i sar., 2011), 0,49 — 0,7 mg/g s.m (Prvulovi¢ i sar., 2012), 0,1 —

0,49 mg/g s.m. (Skrzynski, 2016).
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Graf. 12. Sadrzaj ukupnih flavonoida u zdravim i inficiranim plodovima tre$nje. Rezultati

mg ekvivalenta rutina/g suve materije (mg RE/g s.m.) su predstavljeni kao aritmeti¢ka

standardna devijacija. Podaci oznaceni * znacajno se razlikuju za P<0.05
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6. 2. 3. 4. Sadrzaj ukupnih antocijanina u plodovima tresnje

Sadrzaj antocijanina u zdravim i inficiranim plodovima tre$nje kretao se u rasponu od
0,11-0,95 mg C3G/g s.m. (Graf. 13). Najvisi sadrzaj ukupnih antocijanina izmeren je u
zdravom plodu sorte I1I/VAL (0,95 mg C3G/g s.m.), zatim u plodu Lionska rana (0,67 mg
C3G/g s.m.) i Merchant (0,46 mg C3G/g s.m.). Najmanji sadrzaj ukupnih antocijanina
zabeleZen je u zdravom plodu sorte Priusadebnaja (0,11 mg C3G/g s.m.). Ukupan sadrzaj
antocijanina bio je veci u plodovima sorti koje karakteriSe tamnija boja pokozice ploda, §to je
i o¢ekivano s obzirom na to da je ova grupa polifenola “odgovorna” za boju ploda (Skrzynski,
2016; Gao i Mazza, 1995). Kod vecine sorti, ukupni sadrzaj antocijanina je bio nizi u
inficiranim plodovima, osim kod sorti Junska rana, Priusadebnaja i Sue kod kojih je sadrzaj
bio visi u uslovima infekcije. Istrazivanja su pokazala da je sadrzaj antocijanina kod razli¢itih
sorti tre$nje u rasponu od 0,35-0,69 mg C3G/g s.m. (Prvulovi¢ i sar., 2011), 0,28-1,08 mg/g
sv.m. (Skrzynski i sar., 2016). Sadrzaj antocijanina moze se kretati od 0,82 do 2,97 mg/g za
treSnje tamnije pokozice i mesa ploda i od 0,02 do 0,41 mg/g za treSnje svetlije boje pokoZice
i mesa (Gao i Mazza, 1995). Dobijeni rezultati su u skladu sa istrazivanjima Gao i Mazza
(1995), Skrzynski i sar. (2016), Prvulovi¢ i sar. (2011).
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Graf. 13. Sadrzaj ukupnih antocijanina u zdravim i inficiranim plodovima tre$nje. Rezultati izrazeni u
mg cijanidin 3-glukozida/g suve materije (mg C3G/g s.m.) su predstavljeni kao aritmeti¢ka sredina +

standardna devijacija. Podaci oznaceni * znacajno se razlikuju za P<0.05

6. 2. 3. 5. Sadrzaj proantocijanidina u plodovima treSnje

Sadrzaj proantocijanidina u zdravim plodovima se kretao od 0,09 do 0,32 mg LE/g s.m.
dok su se u uslovima infekcije vrednosti kretale od 0,08 do 0,25 mg LE/g s.m. (Graf. 14).
NajviSe vrednosti ukupnih proantocijanidina zabelezene su kod sorti crvene boje soka (Burlat
i [II/VAL), dok su nize vrednosti zabeleZene u sortama sa bezbojnim sokom kakve su Sue,
Priusadebnaja 1 Asenova rana. Plodovi sa svetlocrvenom do svetlonarandZastom bojom soka
su pokazale prosecne vrednosti proantocijanidina ocitanih kod sorti koje karakteriSe tamno
crveni i sorti bezbojnog soka, a to su Merchant, Junska rana, Lionska rana. Kao i kod ostalih
polifenola, kod vec€ine sorti zabeleZen je nizi sadrzaj proantocijanidina u odnosu na plodove u
uslovima infekcije. Kod sorte III/VAL u uslovima infekcije sadrzaj proantocijandina je bio
vec¢i za 23,7% u odnosu na zdrav plod. Sorta Sue je, takode pokazala veéi sadrzaj ovih

polifenola u oslovima infekcije (30,4% u odnosu na zdrav plod). Po literaturnim podacima
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sadrzaj ukupnih proantocijanidina u tre$njama iznosi oko 0,08 mg/g (Gu i sar., 2004)., 0,20

mg/g (Kelley i sar., 2006), u kupini 0,30 mg/g, malini 0,27 mg/g, kajsiji 0,16 mg/g (Gu i sar.,

2004).
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Graf. 14. Sadrzaj ukupnih proantocijanina u zdravim i inficiranim plodovima tre$nje. Rezultati

izraZzeni u mg ekvivalenta leukoantocijanidina/g suve materije (mg LE/g s.m.) su predstavljeni kao

aritmeticka sredina + standardna devijacija. Podaci oznaceni * znacajno se razlikuju za P<0.05

Ova jedinjenja pokazuju veoma visoku antiradikalsku aktivnost zahvaljujuéi hidroksilnim

grupama Kkoje su potencijalni donori vodonika. Takode, povecanje stepena polimerizacije

povecava efikasnost proantocijanidina protiv razli¢itih vrsta radikala (Heim 1 sar, 2002).

Struktura ovih polimera je verovatno odgovorna za jacu antiradikalsku aktivnost

proantocijanidina u poredenju sa ostalim fenolima (Jakobek 1 sar., 2008). Hebert i sar, 2002.

su ispitivali uticaj ekstrahovanih proantocijanidina iz plodova jagode na rast micelije gljive B.

cinerea. Rezultati su pokazali inhibiciju ovog fitopatogena na hranljivoj podlozi pod uticajem

ispitivanog ekstrakta.
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6. 2. 3. 6. Analiza varijanse polifenolnih komponenti

U Tabeli 10. su prikazani rezultati analize varijanse izmedu sorti tre$anja u odnosu na 5
parametara ispitivanja. Prema nivou znacajnosti P<0,05, moze se zakljuciti da je bilo

statistiCki znaCajnih razlika izmedu sorti u odnosu na parametre ispitivanja.

Tabela 10. Analiza varijanse polifenolnih komponeneti: sadrzaj ukupnih fenola (mg GAE/g s.m.),
sadrzaj ukupnih tanina (mg GAE/g s.m.), sadrzaj ukupnih flavonoida (mg RE/g s.m.), sadrzaj ukupnih

antocijanina, (mg C3G/g s.m.), sadrzaj ukupnih proantocijanidina (mg LE/g s.m.)

Sredina

Suma Stepeni Sig. (nivo
Parametar kvadrata slot?ode stepena F zn%ié(ajnosti)
slobode
.. . Izmedu grupa 52,79 8 6,60 3,86*** 0,002
(S;‘érzeai‘él;;f;ﬁ‘#)fen"la Unutar grupa 76,94 45 1,71
Total 129,74 53
.. . . Izmedu grupa 11,26 8 1,41 10,76*** 0,000
(S;‘érzeai‘él;;f;nr‘#)m”'”a Unutar grupa 5,88 45 0,13
o Total 17,14 53
Sadrzaj ukupnih Izmedu grupa 2,76 8 0,35 8,84*** 0,000
flavonoida Unutar grupa 1,76 45 0,04
(mg RE/g s.m.) Total 4,52 53
Sadrzaj ukupnih Izmedu grupa 1,64 8 0,21 18,06*** 0,000
antocijanina Unutar grupa 0,51 45 0,01
(mg C3G/g s.m.) Total 2,15 53
Sadrzaj ukupnih Izmedu grupa 13,35 8 16,68 12,49*** 0,000
proantocijanidina (mg Unutar grupa 6,02 45 1,34
LE/gs.m.) Total 19,36 53

Istrazivanja su pokazala da na hemijski sastav plodova mogu da uti¢u geneticki faktori,
faktori spoljne sredine, tehnologija proizvodnje kao i uslovi skladiStenja (Borguini i Da Silva
Torres, 2009). Sorte tresnje razli¢ito reaguju na trulez ploda, pri ¢emu su plodovi sa debljom
pokozicom manje osetljivi od plodova sa tanjom pokozicom (Holb, 2006). Selekcija, uzgoj
manje osetljivih sorti na trulez smanjuju rizik od pojave bolesti (Brown i Wilcox, 1989).
Sorte tresnje ispoljile su razlic¢it odgovor na patogena kako u uslovima vestacke inokulacije
tako i u prirodnoj infekciji.

Prema ANOVA, na sadrzaj ukupnih fenola, ukupnih tanina, ukupnih flavonoida, ukupnih
antocijanina, ukupnih prontocijanidina u plodovima ispitivanih genotipova tre$nje znacajno
su uticali: sorta, prisustvo patogena, kao i interakcija ova dva faktora. Rezultati Malencica i

sar. (2010) pokazali su da se uticaj fitopatogenih gljiva na biljke manifestuje u povecanju
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sadrzaja fenola i promenama antioksidantne enzimske aktivnosti, koja se razlikuje u

zavisnosti od osobina genotipa.

6. 2. 3. 7. HPLC analiza sadrzaja sekundarnih metabolita u plodovima tresnje

Tabela 11. Lista izolovanih flavonoida i njihovih masenih spektrometrijskih podataka u plodovima

tre$nje. Negativni jonski rezim (M (m/z) je koriS¢en za skeniranje polifenolnih komponenti, osim za

antocijanine gde je primenjivan pozitivni jonski rezim M* (m/z)

M" (m/z) >MSn

derivati hidroksicimetne Kiseline

neohlorogenske Kiseline

353—191,179,135

hlorogenska kiselina 337—163
dikafeoil hinska kiselina 515—191
3-kumaroilhinska kiselina 353—191, 179
4- kumaroilhinska kiselina 337-173
3-feruloihinska kiselina 367—193

Flavanoli

procijanidin dimer

577—407, 451, 425, 289

procijanidin trimer

865—695, 407, 289, 577

Cijanogeni glikozidi

Amigdalin 456—323

Flavoni

apigenin-ramnozid

Flavanoni

naringenin-heksozid 1 4335271
naringenin-heksozid 2 4335271
naringenin-heksozid 3 4335271
Flavonoli

kvercetin-glukozid 1 463—301
kvercetin-3-glukozid 2 463—301
kvercetin-3-glukozid 3 463—301
kvercetin-3-rutinoside 609—301
kemferol-glukozid 1 755—593/447/285
kemferol-glukozid 2 755—593/447/285
kemferol-rutinozid 593—285
izoramnetin-rutinozid 623—315
Antocijanini M* (m/z) >MSn
cijanidin-glukozid 449287
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cijanidin-rutinozid 595—449/287
peonidin-3-glukozid 463—301
peonidin-3-rutinozid 609—463/301
5-karboksipirano-cijanidin-3-
rutinozid 663—517/355

Ukupno 26 razli¢itih polifenolnih jedinjenja izolovani su i identifikovani HPLC
metodom (Tabela 11).

Sest identifikovanih jedinjenja pripadala su derivatima hidroksicimetne kiseline. Od
flavanola identifikovani su dve grupe jedinjenja: procijanidin dimeri i procijanidin trimeri.
Sto se ti¢e cijanogenih glikozida identifikovan je samo amigdalin. Od flavanona
identifikovano je jedinjenje apigenin-ramnozid, a od flavanona tri naringenin heksozida.
Ukupno osam jedinjenja je identifikovano iz podgrupe flavonola, a pet antocijanina je

identifikovano u zdravim i zarazenim tre$Snjama.

6. 2. 3. 7. 1. Sadrzaj hidroksicimetnih Kiselina u plodovima tresnje

Fenolne kiseline c¢ine veliku grupu fenola, uklju¢ujuéi Siroko rasprostranjene
hidroksibenzoeve i hidroksicimetne Kiseline. Ranija istrazivanja su pokazala biocidno, tj.
antibakterijsko delovanje fenolnih kiselina protiv bakterija (Baydar i sar., 2004) i gljiva
(Asiegbu, 2000; Ahn i sar., 2005) in vitro.

Analiza fenolnih kiselina pokazala je prisustvo derivata hidroksicimetne Kkiseline
(Tabela 11 i 12), od kojih je najzastupljenije jedinjenje bila neohlorogenska kiselina, ¢iji je
sadrzaj bio znac¢ajno smanjen u zarazenim plodovima kod vecine sorti osim kod sorti Lionska
rana i I1I/VAL (Tabela 12).

Sorta III/VAL reagovala je na prisustvo patogena znacCajnom akumulacijom svih
detektovanih derivata hidroksicimetne kiseline u odnosu na vecinu drugih sorti kod kojih je
infekcija znacajno uticala tako §to je smanjila sadrzaj navedenih derivata (Tabela 12). Ova
promena u uslovima infekcije pokazuje slabiju otpornost na patogen.

Sorte Lionska rana i Merchant su imale beznacajnu koli¢inu sadrzaja feruloilhinske
kiseline u zdravim plodovima, ali se sadrzaj povec¢ao nakon infekcije. Ne postoje podaci o
ucescu feruloilhinske kiseline na otpornost patogena kod tresnje, medutim u biljakama

duvana (Nicotiana tabacum) je najveci porast u koncentraciji feruloilhinskih Kkiselina
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zabelezen 108 h nakon inokulacije virusom mozaika duvana (120 mg/g sv.m.) (Tangui 1 sar.,
1972). Sadrzaj hlorogenske Kiseline razli¢itih sorti treSnje kretao se izmedu 6-26,1 mg/kg
(Usenik i sar., 2008), 1,7-29,7 mg/kg (Ballistreri i sar., 2013), 19-62 mg/kg (Jakobek i sar..,
2009) i sadrzaj rutina kretao se izmedu 20,6-57,8 mg/kg (Usenik i sar., 2008); 7-87 mg/kg
(Sugavara i lgarashi, 2008). Prema autorima (Schovankova i Opatova, 2011), hlorogenska

kiselina 1 epikatehin su znaCajna fenolna jedinjenja koja se akumuliraju na mestu infekcije.

Tabela 12. Derivati hidroksicimetnih kiselina u zdravim (Z) i inficiranim (1) plodovima tresnje.
Rezultati izrazeni u mg/kg s.m. su predstavljeni kao aritmeti¢ka sredina * standardna devijacija.

Podaci oznaceni * znacajno se razlikuju za P<0.05

. . 4-
HIDROKSICIMETNIH  Meonlorosenska  hlorogensia  YECEE Py kumaroini 3 feruloitinska
KISELINA kiselina ka kiselina Kiselina
Sorta X+Se X+Se X+Se X+Se X+Se X+Se
Burlat Z 988,4+225,7 33,248,6 0,58+0,07 15,4434 0,56+0,18 92,3+10,4
Burlat | 248,1+£14,4* 12,9+0,9* 0,12+0,01* 16,7+£0,8 0,27+0,03* 84,9+13,3
Priusadebnaja Z 1202,54+214,5 30,315,2 0,18+0,00 30,1+5,8 0,87+0,19 170,1+£12,0
Priusadebnaja | 241,0£57,5* 8,912 4* 0,08x0,00* 12,8£3,0*  0,16+0,04* 119,6+6,6
Asenova rana Z 2801,9+589,5 190,7£17,4 0,42+0,01 122,244,2 7,65+0,43 189,6+£10,5
Asenova rana | 1141,6£53,7* 63,9+7,1* 0,09+0,00* 81,5+x2,0* 2,51+0,10* 104,1+5,8*
Lionska Z 598,6+238,4 38,4+£22,3 0,20+0,01 36,1+19,4 0,93+0,51 93,1+24,7
Lionska | 810,3+£39,4* 28,1+1,5 0,17+0,01 28,8+1,4 0,71+0,05 105,3+7,3*
Sue Z 2127,3+198,2 88,0+4,0 0,32+0,01 45,2+4.6 2,66+0,09 0,0+0,0
Sue | 725,3£133,4* 24,84+4,1* 0,28+0,07 26,1+4,0*  0,76x0,15* 118,3+9,6*
Junska rana Z 6919,9+331,5 201,3£13,7 0,78+0,05 33,7+2,1 11,33+0,74 222,2454,1
Junska rana | 3746,7+246,5* 100,9+1,3* 0,45+0,01* 19,8+0,8 5,07+0,19* 142,5+7,3*
Merchant Z 2012,9+111,6 54,1£3,1 0,30+0,01 50,3+3,4 2,48+0,23 0,0+0,0
Merchant | 611,6+45,3 14,6£1,5* 0,15+0,01* 20,3+1,7*  0,67+0,06* 139,1+21,2*
Summit Z 908,5+47,5 55,6+3,3 0,49+0,03 28,5+1,3 0,87+0,04 180,3+19,5
Summit | 284,7*+35,5* 13,0£1,6* 0,19+0,01* 14,0£1,8 0,20%0,04* 146,7+18,4
I/VAL Z 1116,6+74,6 33,2+£2,5 0,28+0,02 19,7+1,2 0,80+0,08 488,3+29,7
HI/VAL | 1947,4+413,2* 66,7+15,1* 0,57+0,08*  49,9+9,9* 2,17+0,70* 330,8+36,2*

U nekim istrazivanjima promene u koncentraciji i profilu fenolnih kiselina primecene

tokom razvoja ploda bile su u korelaciji sa nivoima otpornosti prema odredenim bolestima.
Bostock i sar. (1999) su dosli do rezultata da je pad u koncentraciji hlorogenske i kafene
kiseline u epidermisu ploda breskve (Prunus persica L) bio u korelaciji sa povecanjem

osetljivosti bolesti na M. fructicola Vint. (Med).
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6. 2. 3. 7. 2. Sadrzaj flavanona u plodovima treSnje

Sto se ti¢e sadrzaja flavanona u ispitivanim sortama tresnje, otkrivena su tri naringenin-
heksozida, a njihov sadrzaj se smanjio u uslovima infekcije kod vecine ispitanih sorti, izuzev
kod sorti Priusadebnaja, Sue i HII/VAL (Tabela 11 i 13). Istrazivaci su takode detektovali tri

naringenin-heksozida i to u divljoj tres$nji i vi$nji (magrivi) (Mikuli¢-Petrovsek i sar., 2016).

Tabela 13. Sadrzaj flavanona u zdravim (Z) i inficiranim (I) plodovima tre$nje. Rezultati izrazeni u
mg/kg s.m. su predstavljeni kao aritmeticka sredina * standardna devijacija. Podaci oznaceni *

znacajno se razlikuju za P<0.05

Asenova  Lionska Junska

Status Burlat Priusadebnaja Sue Merchant Summit  I1I/VAL
rana rana rana

£
5% 62616 31202 28:04  78:09  28:08 11013 76503 34410 51406
£
g2 5,1+0,6* 4,5+0,3* 2,240,3 5,0+0,7* 51405 7,8#0,4* 19+0,6* 3,3+0,3 114+16*
o N
%E 26,1+3,5 6,2+1,9 8,8+2,0 24,4442 10,4+2,5 26,5+7,4 24,6+2,1 10,9+2,5 12,635
= (]
£ g
g 28,615,1 26,2+2,1* 10,2+2,0* 13,543,3* 245+59* 272+41 7,3+34* 5,6+0,9* 23,5+85*
= ™
%E 26,8+4,0 2,7£0,2 4,711 18,5+£3,2 6,913 19,234 11,6x0,7 58+19 9,5#23
S a
Sé 8,3+2,2* 4,3+1,3* 2,00,4*  10,9+15* 222+46* 14,1+25 6,2+1,2* 3,3+0,7*  21,7£10,6*

6. 2. 3. 7. 3. SadrZzaj flavanola u plodovima treSnje

Kada su u pitanju flavan-3-oli (flavanoli), utvrdeno je da je epikatehin glavni
predstavnik. Takode, istrzivanja su pokazala da su manje koli¢ine katehina, prisutne u
plodovima tresnje (Macheix i sar., 1990; Goncalves i sar., 2004). Procijanidin dimeri i trimeri
su prisutni flavanoli u ispitivanim uzorcima (Graf. 15). Sadrzaj procijanidin dimera se kretao
od 37,5 do 106,2 mg/kg u zdravim plodovima i od 20,8 do 100,5 mg/kg u inficiranim
plodovima. Sve sorte odgovorile na infekciju smanjenjem sadrzaja procijanidina dimera,
medutim sorta III/VAL je pokazala dvostruko povecanje nakon infekcije. Procijanidin trimeri

su imali sli¢an trend povecanja u zarazenim plodova kod sorte I11/VAL.
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Graf. 15. Sadrzaj flavanola (procijanidin dimera i procijanidin trimera) u zdravim i inficiranim plodovima
treSnje. Rezultati izrazeni u mg/kg s.m. su predstavljeni kao aritmeticka sredina * standardna devijacija.

Podaci oznaceni * znacajno se razlikuju za P<0.05

6. 2. 3. 7. 4. Sadrzaj flavona u plodovima treSnje

Od flavona identifikovan je apigenin-ramnozid i njegov sadrzaj u uslovima infekcije je bio
smanjen (Graf. 16), osim kod sorti crvene pokozice, mesa i soka ploda koji su karakteristicni za
sorte Burlat 1 III/VAL, gde je zabelezen porast. Najveci sadrzaj ovog flavona zabeleZen je u
zdravom plodu sorte Sue, dok je najnizi sadrzaj zabelezen u zarazenom plodu sorte Asenova rana.
Sorte treSnje koje karakteriSe svetlija boja soka imale su visi sadrzaj identifikovanog flavona u

0snosu na ostale ispitivane sorte.
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Graf. 16. Sadrzaj flavona (apigenin-ramnozid) u zdravim (Z) i inficiranim (I) plodovima tresnje.
Rezultati izrazeni u mg/kg s.m. su predstavljeni kao aritmeti¢ka sredina * standardna devijacija. Podaci

oznaceni * znacajno se razlikuju za P<0.05

6. 2. 3. 7. 5. Sadrzaj flavonola u plodovima tre$nje

Derivati kvercetina i kemferola, kao i izoramnetin-rutinozida su detektovani flavonoli u
ispitivanim sortama (Tabela 14). Sorte Sue i I1I/VAL u uslovima infekcije akumulirale su derivate
kvercetina i kempferol-heksozida za razliku od drugih sorti kod kojih je zabelezen pad navedenih
derivata. SadrZzaj kemferol-rutinozida je bio najvisi u plodovima III/VAL nakon infekcije (75,6
mg/kg s.m.), za razliku od drugih inficiranih plodova u kojima je zabelezeno smanjenje sadrzaja
kemferol-rutinozida (7,2-41,9 mg/kg s.m.). Nakon infekcije u plodovima sorti Priusadebnaja, Sue i
III/VAL (Tabela 14) detektovan je porast sadrzaja izoramnetin-rutinozida (1,3-2,5 puta). Prema
nekim autorima (Goetz i sar., 1999; Wurms i sar., 2003; Terry i sar., 2004) fenilpropanoidi,
ukljucujudi i flavonole i hidroksicimetne kiseline, mogu ucestvovati u “pruzanju” otpornosti na

Botritis kod nekih biljnih vrsta.
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Tabela 14. Sadrzaj flavonola u zdravim (Z) i inficiranim (I) plodovima tresnje. Rezultati izrazeni u mg/kg

s.m. su predstavljeni kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. Podaci oznaceni * znac¢ajno se razlikuju

za P<0.05
kvercetin-3-heksozid kvercetin-3- kemferol-heksozid kemferol-  izoramnetin-
FLAVONOLI rutinozid rutinozid rutinozid
2 3 1 2
Sorta X+Se X+Se X+Se X+Se X+Se X+Se X+Se X+Se

Burlat Z 6,5+0,7 897,3+£99,0 841,9+86,8 2645,9+276,9 18,1+2,1 4,8+1,2 32,3+3,5 6,4+0,8
Burlat | 5,3+1,0 455,9+30,5* 129,6+14,2* 383,0+27,7* 10,9+1,3* 3,9+0,4 7,2+0,8* 3,9+0,6*
Priusadebnaja Z 5,0+0,6 327,5+13,4 95,2+4 4 902,2+18,2 9,9+0,7 2,4+0,2 37,0+0,8 1,8+0,1
Priusadebnaja | 4,9+0,4 271,3+10,5* 77,9+8,7 405,4+17,6* 9,1+0,6 3,5+0,2* 21,0+0,9* 2,3+0,5*
Asenova rana Z 5,5+0,6 402,9+18,5 132,6+10,8 811,6+26,3 7,4+0,8 2,2+0,3 15,8+0,9 2,3+0,3
Asenova rana | 4,60,2 295,2+8,0* 51,2+4,5* 237,8+£11,8* 5,4+0,2 1,740,2* 8,2+0,4* 1,5+0,2*
Lionska Z 6,5+0,5 857,3+22,4 197,4+12,3 2132,4+62,5 17,2+1,0 6,1+0,7 46,5+1,9 5,5%0,9
Lionska | 4,1+0,4 699,4+35,8* 164,6+10,5 2037,0+£91,3 13,1+0,9 3,9+0,5* 41,920 3,9+0,6*
SueZ 5,0+0,7 458,8+19,6 100,6%7,9 1141,3+36,2 8,8+0,9 2,2+0,6 48,5+1,5 2,6%0,2

Sue | 5,9+0,8 908,7+20,4* 197,1+£13,4* 1768,8+41,7* 17,6£1,1* 4,0£0,4* 25,5+£0,9* 6,6+0,5*
Junska rana Z 7,517 999,5+61,7 513,0+44,9 2393,3+£139,1 19,7+2,6 8,6+1,1 39,1+3,0 5,4+0,8
Junska rana | 8,8+0,6 634,5+9,7* 446,0+£10,6* 1539,0+13,2* 15,0+0,6* 6,1+0,3* 23,7+0,5* 4,3+0,2*
Merchant Z 11,2+0,5 573,5+20,1 252,8+9,7 2154,4+79,6 15,7£0,5 5,9+0,2 50,0£1,9 3,7£0,1
Merchant | 3,6+0,9* 212,5+27,7* 65,3+12,3* 428,5+39,1* 5,9+1,1* 1,5+0,5* 15,3+1,7* 1,340,2*
Summit Z 7,5+0,8 782,5+41,3 159,4+15,2 1194,4+77,1 16,4+1,2 2,7+0,8 25,9+£19 3,9+0,9
Summit | 5,5+0,8 535,8+30,0* 109,3+9,1* 756,542 ,4* 11,6%1,0* 2,5+0,3 20,0£1,1 2,9+0,2*
IH/VAL Z 5,4+0,9 615,8+36,4 634,1+33,1 3745,5+£192,9 11,1+1,3 4,0+0,5 37,7%£2,2 4,1+0,5
IHI/VAL | 7,414 1695,7+208,6* 708,0+92,0* 4929,2+610,4* 28,1+3,4* 8,9+1,2* 75,6£9,3* 7,7£1,2*

6. 2. 3. 7. 6. SadrZzaj antocijanina u plodovima treSnje

Najzastupljeniji fenoli u plodovima treSnje su antocijanini (Mozeti€ i sar., 2002; Goncalves 1

sar., 2004; Usenik 1 sar., 2008). Razli¢iti antocijanini mogu imati zna€ajno razli¢ite hemijske ili

fizioloSke osobine, medutim glavni antocijanini ne moraju nuzno biti bioloski najaktivnija

jedinjenja (Wu i Prior, 2005).

Gao 1 Mazza (1995) su dosli do rezultata da se ukupan sadrzaj antocijanina kretao od 820 do

2970 mg/kg s.m. u treSnjama koje karakteriSe tamnija pokozice 1 od 20 do 410 mg/kg s.m. u

treSnjama svetlije pokozice, §to je u skladu sa rezultatima. Cijanidin-3-O-rutinozid, cijanidin-3-O-

glukozid, peonidin-3-O-rutinozid su antocijanini najcesc¢e identifikovani u plodovima P. avium (Gao
i Mazza, 1995; Goncalves i sar., 2007; Usenik i sar., 2010, Serradilla i sar., 2011, Ballistreri i sar.,
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2013). U ovom istrazivanju, najve¢i sadrzaj od ukupnih polifenola imali su derivati cijanidina
(Tabela 15).

Kod sorti Burlat, Junska rana, Merchant, Summit i I1I/VAL u najvis§im koncentracijama bio je
zastupljen cijanidin-glukozid, dok su manje koncentracije zabelezene kod sorti Priusadebnaja i
Asenova rana u uslovima infekcije. Kod zdravih plodova navedenih sorti nije bilo prisustva ovog
antocijanina.

Zdravi plodovi Priusadebnaja, Asenova rana i Lionska rana su imale znacajne koncentracije
cijanidin-rutinozida (170-1059,6 mg/kg).

Derivati peonidina (peonidin-glukozid i peonidin-rutinosid), kao i sadrzaj 5-karboksipirano-

cijanidin-rutinozida uglavnom su bili smanjeni u uslovima infekcije (Tabela 15).

Tabela 15. Sadrzaj antocijanina u zdravim (Z) i inficiranim (I) plodovima tre$nje. Rezultati izraZzeni u mg/kg

s.m. su predstavljeni kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. Podaci oznaceni * znacajno se razlikuju

za P<0.05
ANTOCIJANINI cijanidin-glukozid cijanidin-rutinozid peonidin-3- peonidin-3-rutinozid 5-karboksipirano-
glukozid cijanidin-3-rutinozid
Sorta X+Se X+Se X+Se X+Se X+Se
Burlat Z 5736,2+703,8 2447,0£322,7 13,6+4,9 35,5+10,4 29,9440
Burlat | 262,5+16,2* 199,9+11,5* 3,9+0,8* 15,8+1,6* 15,7+2,2*
Priusadebnaja Z 0,040,0 170,148,2 2,6+0,6 1,8+0,4 7,015
Priusadebnaja | 4,5+1,6* 11,0+2,0* 0,3+0,2* 0,3+0,2* 1,540,9*
Asenova rana Z 0,0%0,0 250,8+19,6 1,3+0,4 0,6+0,3 2,1+0,5
Asenova rana | 10,4+£3,4* 27,14 2* 0,8+0,5* 0,8+0,5 2,5£1,5
Lionska Z 0,040,0 1059,6+55,9 3,041,2 6,3+3,0 13,544,1
Lionska I 0,0+0,0 1267,8+38,7 1,940,3* 1,440,7* 10,6+2,7
Sue Z 67,7+20,9 220,045,8 1,9+0,6 1,3+0,9 4,9+1,6
Sue | 0,0+0,0* 956,3+21,6* 2,7+0,8* 3,5+1,3* 10,6+0,4*
Junska rana Z 3174,8+170,3 0,940,5 1,8+0,6 18,1+1,4 0,1+0,0
Junska rana | 3763,9+45,3 0,9+0,0 2,2+0,1* 21,8+1,5* 0,3+0,2
Merchant Z 2346,4+70,4 0,4+0,2 1,1+0,2 5,1+0,6 0,240,0
Merchant | 84,316,2* 0,1+0,0 0,1+0,0* 0,1+0,0* 0,0+0,0*
Summit Z 1588,2+49,8 1,3+0,5 1,5+0,3 5,7+0,5 0,310,1
Summit | 782,9+12,8* 0,8+0,3* 0,9+0,2* 3,740,5* 0,4+0,1
H/NVAL Z 26572,4+245,7 5,740,3 22,140,2 38,8+7,9 1,4+0,4
IHI/VAL | 3496,7£953,9* 1,9+1,5* 4,3+1,1* 16,7£1,2* 0,6+0,1*
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6. 2. 3. 7. 7. SadrZzaj cijanogenih glikozida (amigdalina) u plodovima treSnje

Cijanogeni glukozidi se biosintetizuju iz aminokiselina, te je obezbedivanje prekursora za
biosintezu ovih sekundarnih biomolekula vazno kod mladih tkiva, koja su slabija od zrelih tkiva i
imaju vec¢u potrebu za odbranom od patogena (Del Cueto i sar., 2017).

U cijanogene glikozide koje proizvodi tresnja spadaju prunasin i amigdalin. U ispitivanih devet
sorti, i kod zdravih biljaka, i u uslovima infekcije, detektovan je amigdalin (Tabela 16). Pored toga
Sto je prisutan u nekim vegatitivnim delovima, prisutan je u plodu i u kostici treSnje (Nahrstedt,
1972).

Amigdalin se akumulira u kasnijem fazama formiranja i zrenja ploda (Sanchez-Perez i sar.,
2008).
Sadrzaj cijanogenih glikozida - amigdalina se u zdravim plodovima tre$nje kretao od 87,2

mg/kg (Summit) do 8927,9 mg/kg (Asenova rana), dok se u uslovima infekcije kretao od 38,4 mg/kg
(Summit) do 337,8 mg/kg (Junska rana).

Tabela 16. Sadrzaj amigdalina u zdravim (Z) i inficiranim (I) plodovima tre$nje. Rezultati izrazeni u mg/kg

s.m. su predstavljeni kao aritmetic¢ka sredina * standardna devijacija. Podaci oznaCeni * znacajno se razlikuju

za P<0.05
. . Asenova Lionska Junska . HI/VAL(Valerij
Status  Burlat Priusadebnaja Sue Merchant Summit Y ( )
rana rana rana Ckalov)
z 109,3+30,1 197,7£41,6 8927,9+3434,1 3167,4+2670,9 159,7+4419 562,7+45,1  106,0+17,9 87,242 240,9451,7
I 83,845,8* 47,2+12,7* 219,6+14,4* 122,6+4,5* 97,3+13,1* 337,8£50,3* 84,0£0,9*  38,4+4,8* 216,7+82,6

Razlog nizeg sadrzaja cijanogenih glikozida u uslovima infekcije moze biti oslobadanje
toksi¢nog cijanovodonika tj. razgradnja amigdalina, koja se deSava nakon oSteCenja Celije (Del
Cueto i sar., 2017), u ovom slucaju, u napadu patogena. U ovom procesu bioaktivacije amigdalin se
razlaze do mandelonitrila i glukoze (Kuroki i Poulton, 1987; Li i sar., 1992; Zheng 1 Poulton, 1995;
Zhou i sar., 2002; Sanchez-Perez i sar., 2008), koji nije detektovan primenjenim metodom
ekstrakcije.
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6. 2. 4. Antioksidantni kapacitet plodova tresnje

6. 2. 4. 1. Ispitivanje neutralizacije DPPH -radikala

DPPH test karakteriSe nacin na koji moze da se proceni antioksidantna sposobnost ispitivanog
uzorka. Istrazivanje se zasniva na prac¢enju obezbojavanja, odnosno smanjenju apsorbance DPPH
rastvora, $to karaktreriSe antioksidantnu sposobnost uzorka, tj. njegovu sposobnosti da radikalu
DPPH' preda atom vodonika i na taj nacin ga deaktivira.

S obzirom na to da treSnju karakteriSe bogastvo polifenola, tj. neenzimskih antioksidanata, DPPH
metodu odlikuje lak i brz nacin da se utvrdi antioksidantna aktivnost zdravih i zaraZenih plodova
tresnje.

Dve od devet ispitivanih sorti imale su antioksidantnu aktivnost vec¢u u uslovima infekcije u
odnosu na zdrave plodove (Graf. 17). Najve¢a DPPH antioksidativna aktivnost zabelezena je u
inficiranom plodu tre$nje III/VAL (63,53% neutralizovanih radikala). Ostale ispitivane sorte
pokazale su vecu antioksidantnu aktivnost u zdravim plodovima. Najniza antioksidantna aktivnost
je pokazana u zarazenim plodovima sorte Merchant (38,55% neutralizovanih radikala). Procenat
DPPH neutralizovanih radikala u ekstraktima plodova treSnje zabeleZen je u nezrelim plodovima
(44,32%), delimi¢no zrelim (53,83%) i u potpuno zrelim plodovima (72,99%) (Mahmood i sar.,
2013).

Fazio i sar. (2013) su ispitivali antioksidantnu aktivnost u bobicama zove i plodovima kupine.

Plodovi kupine su imali ve¢u antioksidantnu aktivnost, jer su prirodno bogatije fenolima.
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Graf. 17. DPPH aktivnost u zdravim i inficiranim plodovima tre$nje. Rezultati izrazeni kao % neutralisanih
radikala su predstavljeni kao aritmeticka sredina * standardna devijacija. Podaci oznaceni * znacajno se

razlikuju za P<0.05

6. 2. 4. 2. Ispitivanje redukcione sposobnosti ekstrakata FRAP metodom

Sposobnost ekstrakta da smanji in vitro kompleksno vezane Fe** na Fe?* predstavlja
redukcioni kapacitet ekstrakta. Istrazivaci su predstavili aproksimaciju u kojoj je kapacitet redukcije
jednak antioksidantnom kapacitetu ekstrakta (Benzie i Strain, 1996). Vrednosti FRAP testa ukazuju
na veci kapacitet redukcije u acetonskim ekstraktima zdravih plodova treSnje u odnosu na zarazene
(Graf. 18). Vrednosti FRAP su se kretale od 15,48 do 33,69 mg TE/g sv.m. u zdravim i 14,72 do
28,68 mg TE/g sv.m. u zarazenim plodovima. Sorte Sue i Priusadebnaja su pokazale ve¢i kapacitet
redukcije u uslovima infekcije. Studije su takode pokazale da listovi topole izlozeni stresu izazivaju
veci kapacitet redukcije Fe katjona (Kebert i sar., 2011).

Kumar i sar. (2013) su istrazivali uticaj fitopatogene bakterije na FRAP aktivnost kod 3

genotipa pirin¢a u 3 perioda infekcije. U prvim fazama FRAP aktivnost je bila visa u svim
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genotipovima u odnosu na kontrolu, dok su u kasnijim fazama razvoja bolesti vrednosti FRAP bile

nize u odnosu na pocetnu fazu.
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Graf. 18. FRAP aktivnost u zdravim i inficiranim plodovima treSnje. Rezultati izraZeni kao mg ekvivalenata
Troloxa/g sveze materije (mg TE/g sv.m.) su predstavljeni kao aritmeti¢ka sredina * standardna devijacija.

Podaci oznaceni * znacajno se razlikuju za P<0.05
6. 2. 4. 3. Ispitivanje redukcione sposobnosti ekstrakata TRC metodom

Ukupna redukciona sposobnost ektrakata ili TRC metoda (total reducing power) se zasniva na
principu povecanja apsorbance reakcionih smesa (Oiaizu, 1986), s tim da navedeno povecanje
ukazuje na povecanu antioksidantnu aktivnost. Kao $to je prikazano na Graf. 19., vrednosti TRC su
varirale od 4,14-18,58 mg TE/g sv.m. u zdravim plodovima i 4,67-14,63 mg TE/g sv.m. u
inficiranim plodovima. Najvec¢a TRC aktivnost je zabeleZena u acetonskom ekstraktu zdravog ploda
sorte III/VAL (18,58 mg TE/g sv.m.), dok je najnizi zabelezen u ekstraktu zdravog ploda sorte Sue
(4,14 mg TE/g sv.m.). Vecina ekstrakata zdravih plodova tresnje sa crvenom pokozicom pokazala

je ve¢i TRC u odnosu na one za zZutom pokozicom. Sorte Sue i Priusadebnaja su pokazale vecu
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aktivnost TRC u uslovima infekcije. Liu i sar. (2014) su ispitivali antioksidantnu TRC vrednosti u
110 plodova voca i povréa. Vrednosti su se kretale od 0,08 do 21,72 mg/g sv.m. Parikh i sar.,
(2016) dosli su do rezultata da je ekstrakt ploda Manilkara hekandra (tropsko zimzeleno drvo)

rezultirao vrednos¢u TRC od 30,25 mg TE/g sv.m.
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Graf. 19. TRC aktivnost u zdravim i inficiranim plodovima tre$nje. Rezultati izrazeni kao mg ekvivalenata
troloxa/g sveze materije (mg TE/g sv.m.) su predstavljeni kao aritmeti¢ka sredina + standardna devijacija.

Podaci oznaceni * znacajno se razlikuju za P<0.05

6. 2. 4. 4. Ispitivanje sposobnosti neutralizacije ABTS * radikala

U slucajevima kada su prisutni antocijanini u biljci, DPPH metoda nije dovoljno precizna, $to
nije slucaj sa ABTS testom, posebno kada se apsorpcija meri na 734 nm (Arnao, 2000).

ABTS katjon radikal (ABTS*") se Cesto koristi pored DPPH radikala za odredivanje
sposobnosti jedinjenja da predaju vodonikov atom slobodnim radikalima (Re i sar., 1999).

Od svih ekstrakta ispitivanih sorti treSnje (Graf. 20) najveca antioksidantna aktivnost je

utvrdena kod sorte III/VAL (52,53 mg TE/g sv.m.) dok je sorta Sue imala najnizu antioksidantnu
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aktivnost (5,56 mg TE/g sv.m.). U uslovima infekcije, III/VAL je imala nizu ABTS aktivnost, dok
je slucaj kod sorte Sue bio suprotan (viSe vrednosti u uslovima infekcije). Rezultati istrazivanja su
pokazali sledec¢u antioksidantnu aktivnost ekstrakata plodova dve sorte divlje tresnje merene ABTS

testom, sorta B: 4,99 mg/g i sorta R: 48,64 mg/g (Petkovic i sar., 2014).
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Graf. 20. ABTS aktivnost u zdravim i inficiranim plodovima tresnje. Rezultati izraZzeni kao mg ekvivalenata
Troloxa/g sveZze materije (mg TE/g sv.m.) su predstavljeni kao aritmeticka sredina + standardna devijacija.

Podaci oznaceni * znacajno se razlikuju za P<0.05

6. 2. 4. 5. Analiza varijanse antioksidantnih testova

Prema nivou znacajnosti P<0,05, moze se zakljuciti da je bilo statisti¢ki znacajnih razlika
izmedu sorti u odnosu na vrednosti antioksidantnih testova (Tabela 17).

U zavisnosti od hemijske prirode, biljke razli¢ito reaguju na abioticki ili bioticki stres, jer
imaju razli¢it sastav antioksidanata u zavisnosti od faktora spoljne sredine. Prema tome dejstvo
Cinioca iz okruzenja na biljku, a samim tim i na ispitivani antioksidant daje razli¢it rezultat za svaki

od navedenih antioksidantnih testova. Da bi se mogla sa sigurnos¢u proceniti antioksidantna
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aktivnost ispitivanog ekstrakta, potrebno je izvrsiti vise antioksidantnih testova jer dobijeni rezultati
mogu &esto da budu u slaboj korelaciji (Bernaert i sar, 2012). Cetiri kori$¢ena testa u ovom radu se
Cesto koriste za procenu antioksidantne aktivnosti biljnih ekstrakata. Visi sadrzaj fenola, flavonoida
1 antocijanina je u direktnoj vezi sa pove¢anom antioksidantom aktivno$¢u (Genskowsky i sar,
2016). Vrednosti antioksidantnih testova su bile nize kod vecine sorti, $to je i o¢ekivano s obzirom

da su i vrednosti polifenola (neenzimskih antioksidananata) bile niZe u inficiranim plodovima.

Tabela 17. Analiza varijanse antioksidantnih testova: DPPH test, FRAP test, TRC test, ABTS test

Suma Stepeni Sredina Sig. (nivo
stepena F
Parametar kvadrata slobode slobode znacajnosti)
Izmedu grupa 1113,35 8 139,17 3,21%** 0,01
0,
gzrk';lssf (S\//" r?f“” Unutar grupa __ 1948,23 45 43,29
o Total 3061,58 53
Izmedu grupa 467,03 8 58,38 2,41*** 0,03
E\f{nﬁ‘i test (mg Troloxa&/g = iargrupa 109157 45 24,26
" Total 1558,60 53
TRC test (ukupni Izmedu grupa 705,24 8 88,16 14,80*** 0,00
redukcioni kapacitet) (mg  Unutar grupa 267,97 45 5,96
Troloxa/g sv.m.) Total 973,21 53
Izmedu grupa 7003,49 8 875,44 37,38*** 0,00
’;‘/Bnﬁ test (mg Trolox&/9 —; viar grupa  1054,00 45 23,42
T Total 8057,50 53

6. 2. 4. 6. Korelacije izmedu antioksidanata i antioksidantnih testova

Analizom dobijenih rezultata ustanovljena je pozitivna korelacija izmedu sadrzaja
polifenolnih komponenti i antioksidantnih testova (Tabela 18). Posmatrano u celini, najjaca
korelacija je ustanovljena izmedu antocijanina i antioksidantnih testova, i to ABTS (r=0,82; P<0,05)
i TRC testa (r=0,79; P<0,05). Slaba korelacija je ustanovljena izmedu ukupnih tanina i
antioksidantnih testova (ABTS i TRC). Kod enzimskih antioksidanata je zabelezena sli¢na situacija.
Aktivnost SOD je bila u pozitivnoj korelaciji sa svim ispitivanim antioksidantnim testovima.
Aktivnosti peroksidaza (gvajakol i pirogalol) su bile u slabijoj korelaciji sa antioksidantnim
testovima. Najjaca korelacija zabeleZena je izmedu pirogalol peroksidaze i DPPH radikalnog testa
(r=0,76; P<0,05). Prema Milenkovi¢-Andelkovi¢ (2015), visoka DPPH aktivnost u plodovima

sugeriSe da su fenolna jedinjenja barem delimi¢no odgovorna za uklanjanje DPPH radikala.
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Tabela 18. Korelacije izmedu antioksidanata (neenzimskih, enzimskih) i antioksidantnih testova. Podaci

oznaceni * pokazuju da su parametri u pozitivnoj korelaciji za P<0.05

Neenzimski

Enzimski
antioksidanti

antioksidanti

Polifenoli i enzimi

Antioksidantni testovi

(antioksidanti) DPPH FRAP ABTS URK
Fenoli 0,70* 0,68* 0,49* 0,57*
Tanini 0,62* 0,58* 0,31 0,42

Antocijanini 0,60* 0,58* 0,82* 0,79*
Flavonoidi 0,67* 0,52* 0,49* 0,48*

Proantocijanidini 0,79* 0,70* 0,57* 0,61*

SOD 0,78* 0,66* 0,57* 0,60*
gvajakol 0,42 0,37 0,03 0,10
pirogalol 0,76* 0,74* 0,34 0,47
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata dobijenih fitohemijskom analizom i ispitivanjem antioksidantnog
kapaciteta plodova tre$nje u uslovima infekcije gljivom Monilinia laxa Aderh. i Ruhl., mogu se

izvesti slede¢i zakljucci:

Prema testu procene bolesti, sorte se mogu podeliti u dve grupe otpornosti na ispitivanog
patogena:
U prirodnoj infekciji:
a) do 50% obolelog tkiva: sorte Sue, Merchant, Junska rana, I1I/VAL, Burlat, Lionska rana.

b) vise od 50% obolelog tkiva: sorte Summit, Priusadebnaja, Asenova rana

U uslovima vestacke inokulacije:
a) do 50% obolelog tkiva: sorte Merchant, Lionska rana, Junska rana i Sue

b) wvise od 50% obolelog tkiva: sorte Summit, Asenova rana, Priusadebnaja, 111/VAL i Burlat.

Prisustvo gljive M. laxa je statisticki znacajno uticalo na primarne metabolite, enzimsku

aktivnost, sekundarne metabolite i antioksidantni kapacitet plodova tresnje.

Enzimska aktivnost je u uslovima infekcije bila povecana kod vecine sorti.

Enzimski 1 neenzimski antioksidanti su u veéini slu€ajeva bili u pozitivnoj korelaciji sa

antioksidantnim testovima.

Kod vecine sorti znac¢ajno je smanjen sadrzaj organskih kiseline nakon infekcije, S tim da su
sorte Sue i III/VAL reagovale na infekciju akumulacijom organskih kiselina, posebno fumarne
kiseline. Za razliku od svih ispitivanih sorti jedino je vinska kiselina detektovana u plodu sorte
Burlat.
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Kod vecine sorti je doSlo do smanjenja sadrzaja polifenolnih komponenti u uslovima infekcije
osim kod sorti 111/VAL i Lionska rana kod kojih je u uslovima infekcije zabeleZen porast u sadrzaju

ukupnih fenola i ukupnih tanina.

Sadrzaj ukupnih flavonoida je bio razli¢it u zavisnosti od sorti, ali ve¢ina ranijih sorti zrenja je
pokazala veci sadrzaj u uslovima infekcije. Kod sorta Sue zabelezen je za 52% veci sadrzaj u
uslovima infekcije, zatim kod sorte Priusadebnaja (za 23% ve¢i sadrzaj), kod Junske rane (za 42%

veci sadrzaj), [HI/VAL (2,2 puta veci sadrzaj).

Od svih fenolnih kiselina, ¢iji se sadrzaj smanjio kod zarazenih plodova, uocava se da su sorte
Merchant, Lionska rana i Sue akumulirale samo 3-feruloihinsku kiselinu.
Kod sorte Sue zabeleZena je znacajna sinteza procijanidin dimera, naringenin-heksozida, veéine

flavonola i antocijanina.

Sliéno tome, sorte Lionska rana i Junska rana su znacajno povecavale sadrzaj vecine
antocijanina u uslovima infekcije, ali ni u zdravim ni u inficiranim plodovima sorte Lionska rana

nije detektovan cijanidin glukozid.

Sorta II/VAL je akumulirala ve¢inu utvrdenih fenolnih jedinjenja, izuzev 3-feruloilhinske

kiseline i antocijanina.

Imajuci u vidu dobijene rezultate, 3-feruloilhinska kiselina, flavonoli i antocijanini mogu se

smatrati klju¢nim jedinjenjima od znacaja za suzbijanje bolesti.
Ako se literaturni i dobijeni podaci o podloznosti na mehanicke povrede i otpornosti na
patogena uporede sa fitopatoloskim i biohemijskim rezultatima, vocava se da morfologija pokozice

(kutikule) nije klju¢ni faktor otpornosti plodova prema patogenu M. laxa.

Ispitivanje u oplemenjivanju, tj. selekciju sorti kao potencijalnog roditelja i donora gena

otpornosti na Monilinia laxa treba usmeriti i prema “metabolizmu” fenolih jedinjenja.
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