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1. Uvod

Sekundarni biomolekuli biljaka su osnovni agensi biohemijske
interakcije biljaka sa spoljaSnjom sredinom. Mogucée je razlikovati ulogu
sekundarnih biomolekula u odnosu izmedu dve biljke (alelopatija), u odnosu
izmedu biljaka 1 insekata, biljaka i mikroorganizama, biljaka i biljojeda i dr.
(Zeman 1 sar., 2011; Kosti¢ 1 sar., 2012). U poljoprivrednim sistemima
interakcije izmedu biljaka mogu da budu deo interferencije izmedu razliitih
gajenih kultura, kao 1 izmedu useva i1 korova. Ovakve interakcije mogu znacajno
da utiCu na produktivnost poljoprivrednih kultura, iz ega je proizasla ideja o
potencijalnoj primeni alelopatije, kao perspektivne prirodne strategije za
kontrolu korova (Dmitrovi¢, 2012; Sharma i Satsangi, 2013). Tokom dve hiljade
godina alelopatija je oznaCavana kao biljna interferencija ili sukob interesa
biljaka. Najranija zapazanja o uzajamnim odnosima gajenih kultura i korova
zabelezena su u treCem veku pre nove ere, od strane Teofrasta koji se smatra
,,ocem botanike”, koji u svom delu Peri phyton historia primecuje da leblebija
(Cicer arietinum L.) iscrpljuje zemljiSte 1 negativno deluje na razvoj nekih
korova (L1 1 sar., 2010). U strategiji borbe protiv korova alelopatija moze biti
jedna od vaznih komponenti, §to bi predstavljalo znacajan korak u razvoju
odrzivih sistema zemljoradnje sa smanjenom upotrebom sintetickih herbicida.
Iskori§¢avanje alelopatskih pojava sve viSe dobija na znacaju u organskoj
poljoprivredi, koja ima znacCajnu ulogu u ocfuvanju nivoa plodnosti 1

mikrobiologke aktivnosti poljoprivrednog zemljista (Suéur, 2015).
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2. Sekundarni biomolekuli biljaka

Sekundarni biomolekuli biljaka su prirodni proizvodi koji nemaju direktnu
ulogu u primarnim metabolickim procesima neophodnim za odrzavanje Zivota.
Znacajni su za biljke, jer ih, analogno imunom sistemu Zivotinja, Stite od napada
bakterija, virusa 1 gljiva. Mnoge klase sekundarnih biomolekula ispoljavaju
bioloSku aktivnost u samom metabolizmu biljaka (fizioloSka aktivnost), kao i u
komunikaciji biljke sa okolinom koja je okruzuje (ekoloska aktivnost) (Popovi€ 1
sar., 1997). Lekovito bilje predstavlja najstariji lek, a fitoterapija je stara koliko i
samo coveCanstvo. Gotovo da 1 ne postoje podru¢ja gde lekovite i aromati¢ne
biljke nemaju primenu (Kisgeci, 2005). Aktivne supstance (sekundarni
biomolekuli) samoniklih ili gajenih biljaka se frakcioniSu, izoluju, identifikuju 1
proucavaju radi utvrdivanja njihovih fiziolosko-biohemijskih karakteristika

(Suéur, 2015).

Najznacajniji biosintetski putevi sekundarnih biomolekula obuhvataju:

1. Sikimat-arogenatni put: vodi od aminokiseline fenilalanina do glavnih biljnih
fenola, fenilpropanoida (Cs-C3);

2. Acetat-malonatni (poliketidni) put: vodi do nekih biljnih hinona 1 do bo¢no
produzenog lanca fenilpropanoida, kao npr. velike grupe flavonoida (Ce-C3-Cs);
3. Acetat-mevalonatni put: vodi do nastajanja nekih terpenoida (prvenstveno

monoterpena).
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2.1. Biljni fenoli

Jedna od najbrojnijih klasa sekundarnih biomolekula su biljni fenoli, koje

karakteriSe prisustvo bar jednog aromati¢nog prstena, sa bar jednom slobodnom

ili modifikovanom (etarski, estarski ili glikozidno) hidroksilnom grupom. Biljni

fenoli su klasifikovani prema strukturnoj kompleksnosti i biosintetskom poreklu

(Tabela 1.). Fenolne kiseline i flavonoidi su od svih polifenola naj¢esce predmet

naucnih istraZivanja.

Tabela 1. Klasifikacija fenolnih jedinjenja (modifikovano prema Strack, 1997;

Suéur, 2015).

Klasa

Primeri

Cs
Ce-Cq

Cs-C2
Cs-Cs

Cs-Ca
Cs-C1-Cs
Cs-C2-Cs

Ce-C3-Cs
(Ce-C3)2
(C6-C3-Co)2
(Cs-C)n
(Ce-C3-Co)n

Prosti fenoli
Hidroksibenzoeve
kiseline
Fenilsiréetne kiseline
Cimetne kiseline
Fenilpropeni
Kumarini
Hromoni
Naftohinoni
Ksantoni

Stilbeni
Antrahinoni
Flavonoidi
Lignani
Biflavonoidi
Lignini

Kondenzovani tanini

Katehol, hidrohinon
p-hidroksibenzoeva kiselina,
salicilna kiselina
p-hidroksifenilsiréetna kiselina
Kafena kiselina

Eugenol

Eskuletin

Eugenin

Juglon

Mangiferin

Rezveratrol

Emodin

Kvercetin, rutin

Pinorezinol

Amentoflavon

Gvajacil lignin

Polimeri katehina
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2.1.1. Fenolne kiseline — derivati benzoeve kiseline i derivati
cimetne kiseline

Fenolne kiseline zastupljene u biljnom svetu predstavljaju derivate
benzoeve kiseline ili hidroksibenzoeve kiseline. Imaju Cs-C; strukturu, tj. sastoje
se od fenolnog jezgra i bocnog niza koji sadrzi jedan ugljenikov atom. Druga
velika grupa jedinjenja koja se podrazumeva pod fenolnim kiselinama jesu
derivati cimetne, hidroksicimetne ili fenilpropenske kiseline. Imaju Ce-Cs
strukturu tj. sastoje se od fenolnog jezgra i bofnog niza koji sadrzi tri
ugljenikova atoma (Or¢i¢, 2010; Castellano, 2012).

Moguca su dva puta biosinteze derivata benzoeve kiseline: direktno iz
Sikimske kiseline ili degradacijom bo¢nog niza odgovarajucih cimetnih kiselina
(Bell 1 Charlwood, 1980). Varijacije u strukturi nastaju hidroksilacijom ili
metilacijom aromati¢nog prstena. U biljnom svetu se najeS¢e javljaju p-
hidroksibenzoeva, protokatehinska, vanilinska i siringinska kiselina (Bruneton,
1999) (Slika 1.). Iako se u biljnim tkivima najces€e nalaze u vidu estara sa

Secerima, mogu da se nadu 1 slobodne.

COOH COOH COOH GOOH COOH COOH
@ Sy s N
i o o 3 QOCH i
OH *H,CO OCH; HO ™ on
OH OH OH OH OH
6

1 2 3 4 ]

Slika 1. Strukture derivata benzoeve kiseline: (1) benzoeva kiselina, (2) p-
hidroksibenzoeva kiselina, (3) protokatehinska kiselina, (4) vanilinska kiselina,

(5) siringinska kiselina, (6) galna kiselina.
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COOH COOH
NADPH
" P—
HO™ ™" oH 07 >"on
OH OH : :
OH OH
ikimska Kiselina 3-dehidroSikimska kiselina 3-dehidrohinska kiselina hinska kiselina
oksidacija i enolizacija
horizminska kiselina -H,0 dehidratacija i
enolizacija COOH
prefenska kiselina L
COOH COOH HO OH
OH
NH,
galna kiselina
HO
OH

Lfenilalanin protokatehinska kiselina

Slika 2. Biosinteza fenolnih kiselina ciklusom Sikimske kiseline (Bruneton,
1999; Sucur, 2015).
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Vecina fenolnih kiselina nastaje u Sikimat-arogenatnom (Sikimatnom)
putu, koji pocinje kuplovanjem fosfoenolpiruvata (PEP) i D-eritroza-4-fosfata
(E4P), pri Cemu nastaje 3-deoksi-D-arabino-heptulozonska kiselina-7-fosfat
(DAHP) (Slika 2.). Sekvencom reakcija nastaje 3-dehidrohinska kiselina, koja
moze ili da se redukuje do hinske kiseline ili da u reakcijama dehidratacije 1
redukcije prede u Sikimsku kiselinu. Kondenzacijom Sikimske kiseline sa
fosfoenolpiruvatom nastaje horizminska kiselina. Daljim periciklicnim
premeStanjem tipa Claisen-ove kondenzacije nastaje prefenat. Reakcijama
dekarboksilacije, aromatizacije 1 transaminacije nastaje aminokiselina L-
fenilalanin, prekursor vec¢ine polifenolnih jedinjenja u biljkama. Deaminacijom

L-fenilalanina nastaje cimetna kiselina (Slika 3.).

T COOH COOH
COOH
F'LF' Glu
; g HZO CO, k NH3
OH
fenilpirogrizdjana kiselina L fenilalanin cimetna kiselina

prefenska kiselina

Slika 3. Biosinteza cimetne kiseline (Or¢i¢, 2010).

Cimetna kiselina se dalje transformiSe reakcijama hidroksilacije 1
metilacije do kumarinske (p-hidroksicimetna kiselina), kafene (2,3-
dihidroksicimetna kiselina), ferulne (2-metoksi-3-hidroksicimetna kiselina) 1
sinapinske kiseline (2,4-dimetoksi-3-hidroksicimetna kiselina) (Bruneton, 1999;
Orc¢i¢, 2010) (Slika 4.). Navedene fenolne kiseline u prirodi se javljaju u
razli¢itim konjugovanim oblicima, naj¢eS¢e kao estri sa hinskom kiselinom
(hlorogenske kiseline). Deluju repelentno na mnoge Zivotinje, pre svega insekte.

Pored toga ispoljavaju 1 alelopatsku ulogu (Popovi¢ 1 Malenci¢, 2006).
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COOH COOH COOH COOH COOH COOH

5NADPH i NADPH i s,e..m o NADF‘H |
= ﬁO H3CO 300 OH HLCO OCH4

Slika 4. Biosinteza fenolnih kiselina (Or¢i¢, 2010): (1) cimetna kiselina, (2) p-
kumarinska kiselina, (3) kafena kiselina, (4) ferulna kiselina, (5) 5-

hidroksiferulna kiselina, (6) sinapinska kiselina.

2.1.2. Kumarini

Kumarini predstavljaju biljne metabolite fenilpropanoidne strukture (C¢-Cs), sa
5,6-benzo-2-pironskim skeletom (Slika 5.). Nazivaju

se jo§S 1 benzopiranoni. Obuhvataju vise od 1500

= jedinjenja. Prekursori u biosintezi kumarina su

/g fenilpropenske kiseline hidroksilovane u polozaju 2.

0 0 Pored prostih kumarina (7-hidroksikumarin), u
Slika 5. Struktura biljkama su prisutni 1 linearni furanokumarini
kumarina.

(psoralen), angularni furanokumarini (angelicin),
piranokumarini (seselin) 1 piron-supstituisani kumarini
(4-hidroksikumarin). Imaju zastitnu ulogu koja se
zasniva na antimikrobnim i repelentnim svojstvima

(Popovi¢ i Malenci¢, 2006; Orci¢, 2010).

2.1.3. Hinoni

Hinoni su u prirodi prisutni kao benzohinoni, naftohinoni 1 antrahinoni
(Slika 6.). Zajednicka karakteristika im je da sadrze fenolno jezgro, iako nastaju

u razli¢itim biosintetskim putevima.
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o 0 0
%
. .
e
0 0 o
1 2 3

Slika 6. Strukture hinona: (1) benzohinon, (2) naftohinon, (3) antrahinon.

Neki benzohinoni (plastohinon 1 ubihinon) imaju vaznu ulogu u
primarnom metabolizmu, dok su sekundarni benzohinoni konstituenti gljivica.
Naftohinoni daju boju jezgru i kori drveta, a mogu da deluju 1 kao alelopatski
agensi (npr. juglon-glukozid). Antrahinoni su karakteristicni za bakterije,

gljivice 1 liSajeve, kao 1 neke familije visih biljaka (Popovi¢ i Malenci¢, 2006).

2.1.4. Flavonoidi

Flavonoidi predstavljaju Ce-C3-Cs grupu fenolnih jedinjenja 2-fenil-
benzopiranske ((pod)grupa flavana) ili 2-fenil-1,4-benzopironske strukture
((pod)grupa flavona) (Or¢i¢, 2010; Ghasemzadeh 1 Ghasemzadeh, 2011;
Sandhar 1 sar., 2011) (Slika 7.). Obuhvataju raznovrsnu grupu od preko 6000
izolovanih 1 identifikovanih jedinjenja (Ghasemzadeh i Ghasemzadeh, 2011).
Flavonoidi se klasifikuju na osnovu stepena oksidacije centralnog piranovog

prstena (prstena C), kao 1 pozicije B prstena (Beecher, 2003).

Slika 7. Struktura i numeracija 2-fenil-1,4-benzopirona i 2-fenilbenzopirana.
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Po navedenom kriterijumu mogu se podeliti na flavone, flavonole,
flavanone, dihidroflavonole (flavanonole), flavan-3,4-diole
(leukoantocijanidine), flavan-3-ole (katehine), flavan-4-ole, antocijanidine;
jedinjenja bez C prstena — halkone, dihidrohalkone i retrohalkone; aurone,
izoflavonoide 1 oligo- i1 polimere flavanola (proantocijanidine) (Orci¢, 2010).

Flavonoidi nastaju meSovitim biosintetskim putem (acetogeninskim putem
i putem Sikimske kiseline). Biosinteza flavonoida pocinje kondenzacijom tri
molekula malonil-CoA sa molekulom 4-kumaroil-CoA. Na ovaj nacin formira se
halkon, 4,2°,4°,6’-tetrahidrohalkon, ¢ijom ciklizacijom nastaje piranski prsten i
formira se molekul naringenin (flavanon). Daljim transformacijama nastaju svi
ostali tipovi flavonoidnih  molekula: flavoni, flavonoli, flavanoni,
dihidroflavonoli, flavan-3,4-dioli, flavan-3-oli, flavan-4-oli, antocijanidini,
auroni, halkoni, izoflavonoidi, proantocijanidini (Bruneton, 1999) (Slika 8.).

Raznovrsnost i1 veliki broj flavonoida posledica su brojnih modifikacija
njihove osnovne strukture kao $to su hidroksilacije, metilacije hidroksilnih
grupa, dimerizacije 1 glikozilacije (Popovi¢ 1 Malenci¢, 2006). U biljkama su
najceSc¢e prisutni u konjugovanoj formi, vezani uglavnom u obliku O-glikozida.
Glikozilacija je najcesce u poziciji C-3 (flavonoli) i poziciji C-7 (flavoni). Pored
O-glikozida postoje 1 C-glikozidi, gde je SeCerna komponenta vezana direktno za
C-atom osnovnog skeleta flavonoida (Sandhar 1 sar., 2011).

Najbrojnije klase flavonoida ¢ine flavoni, flavonoli i flavan-3-oli. Od
flavona u biljkama su najzastupljeniji apigenin 1 luteolin, od flavonola kvercetin,
kemferol i miricetin, a od flavan-3-ola (+)katehin, (-)epikatehin, (+)galokatehin i
(-)apigalokatehin. Za razliku od ostalih klasa flavonoida, flavan-3-oli su
uglavnom prisutni u vidu aglikona (Malenci¢, 2001; Orci¢, 2010). Glavni
predstavnici izoflavona su genistein i daidzein (prisutni u semenu soje).
Najzastupljeniji antocijanidini su pelargonidin, cijanidin, delfinidin, petunidin i
malvidin, narucito zastupljeni u obojenim plodovima (antocijanidini 1 njihovi

glikozidi antocijani su vazna grupa vodorastvornih pigmenata biljaka).
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Slika 8. Sema biosinteze flavonoida (Bruneton, 1999; Sudur, 2015).
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2.2. Terpeni

Terpeni predstavljaju veliku grupu sekundarnih biomolekula biljaka od
oko 30.000 jedinjenja (Degenhardt i sar., 2009), izgradenih iz viSe izoprenskih
jedinica (izoprenska jedinica predstavlja ugljovodonik od 5 C-atoma)
medusobno povezanih po sistemu ,,glava-rep” (Zhang 1 sar., 2011). Broj
prisutnih izoprenskih jedinica odreduje naziv terpena. Osnovne klase

izoprenoida prisutnih u biljkama date su u Tabeli 2.

Tabela 2. Osnovne klase izoprenoida (Popovi¢ 1 Malenci¢, 2006).

Broj Broj izoprenskih Naziv Prekursor

C-atoma  jedinica

10 2 Monoterpeni GPP

15 3 Seskviterpent FPP

20 4 Diterpeni GGPP

25 5 Sesterpeni GFPP

30 6 Triterpeni Skvalen
40 8 Tetraterpeni Fitoen

>40(n) N Poliprenoli, GGPP+(Cs)n
gume

GPP — geranil-pirofosfat; FPP — farnezil-pirofosfat; GGPP

geranilgeranil-pirofosfat; GFPP — geranilfarnezil-pirofosfat

Najznacajnije otkrice u rasvetljavanju puteva biosinteze terpenoida
poznato je kao ,,biogenetsko izoprensko pravilo”, koje je postavio Leopold
Ruzic¢ka, nagradeno Nobelovom nagradom za hemiju, koje sugeriSe da se
izoprenoidi sintetizuju iz prostih aciklicnih supstanci izoprenske strukture
(Croteau, 1998), izopentenil-pirofosfat (IPP) 1 dimetilalil-pirofosfat (DMAPP),
koje su formirane u mevalonatnom putu iz molekula acetil-CoA (Nagegowda,

2010).
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Biosinteza mevalonske kiseline zapocinje kondenzacijom dva molekula
acetil-CoA u acetoacetil-CoA, za koji se vezuje joS jedan molekul acetil-CoA, uz
nastajanje hidroksimetil-glutaril-CoA (HMG-CoA). 1z njega postepenom
redukcijom jedne od karbonilnih grupa nastaje mevalonska kiselina. Reakcija je
katalizovana enzimom hidroksimetilglutaril-CoA-reduktazom (HMGR; EC

1.1.1.34) (Slika 9.).

o

| +

| O
C/\

Acetil-CoA l Acetil-CoA

O o]
I I
H3C/\/\SCOA

Acetoacetil-CoA

l Acetil-CoA
(|3| HOY ,CHs ©
HOWSCOA

HMG-CoA
NADPH

@ NADP + CoASH

HO, LCHj O

O
W
HO H

Mevaldinska Kiselina

NADPH

@ NADP

3R-Mevalonska kiselina

Slika 9. Biosinteza mevalonske kiseline (Malenci¢, 2001; Suéur, 2015).
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Nastala mevalonska kiselina se dalje postepeno fosforiliSe, formirani
pirofosfat mevalonske kiseline dekarboksilacijom 1 otcepljenjem fosfatnog
ostatka prelazi u izopentenil-pirofosfat (IPP), koji u reakciji izomerizacije
prelazi u dimetilalil-pirofosfat (DMAPP). DMAPP se kondenzuje sa slede¢im
molekulom IPP 1 daje geranil-pirofosfat (GPP). GPP je klju¢ni intermedijer u
biosintezi mono- i seskviterpena. GPP se kondenzuje sa slede¢im molekulom
IPP, formiraju¢i farnezil-pirofosfat (FPP), koji je prekursor u biosintezi
seskviterpena. Daljom polimerizacijom nastaje geranilgeranil-pirofosfat
(GGPP), iz koga nastaju diterpeni. Dimerizacijom C,-GPP nastaju intermedijeri

tipa Cy (Slika 10.) (Janci¢ 1 sar., 1995).

HMG-CoA

Mevalonska kiselina

IPP === DMAPP

i

Y
Monoterpenoidi «——GPP

Y
X
Seskviterpenoidi ——FPP ——#Skvalen—— Steroli

Y
Diterpenoidi <—GGPP&> Karotenoidi

/|

Sesterpenoidi«— GFpp Poliprenoli(gume)

Slika 10. Osnovni putevi u biosintezi izoprenoida (Malenci¢, 2001).
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2.3. Etarska ulja

Etarska ulja predstavljaju smeSe razlicitth hemijskih jedinjenja, medu
kojima preovladavaju terpeni (monoterpeni, seskviterpeni, diterpeni i njihovi
oksidovani produkti (terpenoidi)), rede isparljivi fenoli 1 neterpenska alifaticna
jedinjenja (Tongnuanchan 1 Benjakul, 2014). To su lako isparljive uljaste

teCnosti, dobijene iz aromatic¢nih biljaka razli¢itim fizi¢kim postupcima.

X
1 2 3 4

Slika 11. Strukture monoterpena: (1) a-pinen, (2) limonen, (3) sabinen, (4) 1,8-
cineol.

Monoterpeni su klasa terpena izgradena iz 10 ugljenikovih atoma, tj. dve
izoprenske jedinice (Slika 11.). To su bioloski aktivna jedinjenja prijatnog
mirisa, zbog Cega su nasla Siroku primenu u farmaceutskoj 1 kozmetickoj
industriji (Zhang i sar., 2011).

Seskviterpeni su izgradeni iz 15 ugljenikovih atoma, tj. tri izoprenske
jedinice (Slika 12.). Raznovrsnost u strukturi je posledica biohemijskih
modifikacija kao §to su oksidacije, ciklizacije 1 glikozilacije. Smatra se da se u
nekim biljkama seskviterpeni sintetiSu kao odgovor na stres (Chadwick 1 sar.,
2013). Pokazuju svojstva insekt-antifidnih supstanci, insekatskih hormona i
feromona, fitoaleksina, antibiotika i regulatora rastenja biljaka (Stankovi¢ 1 sar.,

2006).

16



Sekundarni biomolekuli u alelopatiji

X
AN

Slika 12. Strukture seskviterpena: (1) humulen, (2) d-kadinen.

Diterpeni su izgradeni iz 20 ugljenikovih atoma, tj. Cetiri izoprenske
jedinice. Vecinom su biljnog i fungalnog porekla. Javljaju se kao smeSe vrlo
slicnih, retko acikli¢nih, uglavnom di-, tri- 1 tetracikli¢nih jedinjenja. U etarskom
ulju su prisutni u veoma niskim koncentracijama (Tongnuanchan i Benjakul,
2014).

Monoterpeni i seskviterpeni se razlikuju po isparljivosti, prvi klju¢aju na
140-180 °C, a drugi na temperaturi viSoj od 200 °C. Iz tog razloga su u
su u neisparljivim frakcijama i smolama zastupljeni polioksidovani seskviterpeni
i diterpeni (Kosti¢ i sar., 2012).

Etarsko ulje biljaka, pored terpena, safinjavaju i alifaticna jedinjenja tipa
dodekana, tridekana, tetradekana, dekanola i dr.; aromati¢na jedinjenja poput
derivata benzoeve kiseline, fenil-propanoidi, kumarini, eugenol, apiol, miristicin
i dr.; zatim azotna jedinjenja neprijatnog mirisa, naj¢eS¢e derivati indola ili
alifaticnih amina; kao i sumporna jedinjenja, izosulfocijanati i organski disulfidi,

ljutog 1 neprijatnog mirisa (Malenci¢, 2001).
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3. Oksidativni stres 1 antioksidativni
sistemi zasStite biljaka

3.1. Oksidativni stres u biljkama

Slobodni radikali su veoma nestabilni 1 reaktivni molekulski oblici
(kratkozive¢i ali hemijski veoma aktivni), koji nastaju uklanjanjem jednog
elektrona i1z elektronskog para ili primanjem elektrona koji je odgovoran za
njihovu nestabilnost. Prisustvo jednog ili viSe nesparenih elektrona omogucava
slobodnim radikalima da brzo reaguju sa biomolekulima sa kojima dolaze u
kontakt 1 da izazovu oSte¢enja na njima. Nespareni elektron u spoljasnjoj orbitali
slobodnog radikala tezi da se stabilizuje sparivanjem sa drugim elektronom
nekog molekula u okruzenju, tzv. neradikala, pri ¢emu nastaju novi sekundarni
slobodni radikali. Na taj nacin jednom produkovan slobodni radikal moze da
izazove niz lancanih reakcija sa drugim manje reaktivnim molekulima
(Stevanovic i sar., 2011; Vuli¢, 2012).

Najznacajniju klasu slobodnih radikalskih vrsta u Zivim sistemima
predstavljaju radikali koji poti€u od kiseonika. Kiseonik, iako neophodan za
zivot svih aerobnih organizama, moze biti izuzetno toksi¢an (Halliwell 1
Gutteridge, 1985). Toksi¢no dejstvo kiseonika pripisuje se prooksidativhom
delovanju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS — engl. Reactive Oxygen Species).
Prooksidanti su hemijske vrste koje u bioloskim 1 hemijskim sistemima uzrokuju
ili ubrzavaju reakcije oksidacije (Stajcic¢, 2012).

Izvori nastanka reaktivnih kiseoni¢nih vrsta mogu biti endogenog (proces
respiracije — mitohondrijalni respiratorni lanac, aktivnost fagocita — povecana
fagocitna aktivnost na mestu oSte¢enja tkiva, autooksidacija biomolekula) i
egzogenog porekla (ekoloski faktori, poput vodnog rezima, visoke i niske

temperature, ozona, smoga, herbicida, prisustva teSkih metala, metabolizma
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toksi¢nih jedinjenja i lekova, ksenobiotika i1 jonizujuceg zracenja) (Malenci¢ i
sar., 2010; Stevanovi¢ 1 sar., 2011; Velickovi¢, 2013; Rahal i sar., 2014).
Nekontrolisanu produkciju 1 akumulaciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta mogu
izazvati 1 alelohemikalije jedne biljke u drugoj biljci na koju deluju (Inzé 1 Van
Montagu, 1995; Weir 1 sar., 2004; Gniazdowska i1 Bogatek, 2005).

Najvaznije reaktivne kiseoni¢ne Cestice su: slobodni radikali - superoksid
anjon radikal, O,; hidroksil-radikal, ‘OH; hidroperoksil-radikal HO,"; peroksil-
radikal RO>’; alkoksil-radikal, RO"; karbonatni radikal, COs""; ugljendioksidni

radikal, CO,” 1 neradikalski oblici - vodonik-peroksid, H>O,; hipobromna
kiselina, HOBr; hipohlorna kiselina, HOCI; ozon, Os; singletni kiseonik, 'AgOa;
organski peroksidi, ROOH; peroksinitrit, ONOO™; peroksinitritna kiselina,
HONOO (Halliwell 1 Whiteman, 2004).

Superoksid anjon radikal (O;") nastaje jednoelektronskom redukcijom

molekula kiseonika 1ili jednoelektronskom oksidacijom vodonik-peroksida.
Znacajne koli¢ine se produkuju u reakcijama katalizovanim oksidazama (u
biljnim tkivima to su ksantin-oksidaza i galaktoza-oksidaza) ili autooksidacijom
nekih redukovanih jedinjenja kao $to su redukovani flavini, pteridini, difenoli i
feredoksin. Najvazniji izvor superoksid anjon radikala u vecini ¢elija aerobnih
organizama je elektron-transportni lanac mitohondrija, u kojem je glavni izvor
elektrona redukovana forma koenzima Q (Shaw i Jayatilleke, 1990; Popovi¢ 1
Stajner, 2008). Nepotpunom redukcijom kiseonika za vreme oksidativne
fosforilacije moze da se prevede od 1 do 3% kiseonika u toksi¢ni superoksid
anjon radikal (Stevanovi¢ 1 sar., 2011). Iz formiranog superoksid anjon radikala
nastaju druge ROS, vodonik-peroksid 1 hidroksil-radikal.

Vodonik-peroksid se svrstava u reaktivne vrste kiseoni¢nih Cestica, bez
obzira §to nije radikal. Dvoelektronskom redukcijom molekula kiseonika nastaje
peroksidni jon (O,>), koji u prisustvu protona daje vodonik-peroksid (H»O»).
Iako je vodonik-peroksid, u poredenju sa ostalim reaktivnim kiseoni¢nim

vrstama, najmanje reaktivan molekul, veoma je Stetan, jer lako stupa u reakciju
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sa jonima metala, npr. Fe*', pri ¢emu Fenton-ovom reakcijom nastaju hidroksil-
radikali (Mandal 1 sar., 2013). Toksi¢nost superoksid anjon radikala 1 vodonik-
peroksida objaSnjava se njihovim prevodenjem u mnogo reaktivniji hidroksil-

radikal, iako na neke molekule mogu da deluju direktno (Halliwell, 2012).
Hidroksil-radikal (OH) je izuzetno hemijski reaktivan, predstavlja

najreaktivniju kiseoni¢nu Cesticu, koja reaguje u blizini mesta nastajanja. Moze
da nastane dejstvom jonizujuceg zracenja, raskidanjem O-O veze u molekulu
H>O, delovanjem poviSene temperature, Fenton-ovom reakcijom (odn.
razlaganjem vodonik-peroksida u prisustvu jona Fe*" kao katalizatora) ili
reakcijom vodonik-peroksida i superoksid anjon radikala u Haber-Weiss-ovoj
reakciji (Chen 1 Schopfer, 1999; Barrera, 2012). Formirani hidroksil-radikal
napada primarne biomolekule, inicirajuéi proces peroksidacije lipida, oStecenje
lanca DNK 1ili oksidaciju bilo kog biomolekula u neposrednoj okolini (Inzé 1
Van Montagu, 1995; McCord, 2000). Celijska membrana organela ne
predstavlja barijeru za difuziju H>O, i ONOQO", tako da mogu da indukuju
oksidativni stres u bilo kojem delu ¢elije (Groves, 1999).

Pri normalnim fiziolo§kim uslovima, produkcija prooksidativnih vrsta je u
ravnotezi sa antioksidativnom zaStitom organizma. Medutim, pod uticajem
razliitih endogenih ili egzogenih faktora ravnoteZa moze da se narusi, odnosno
moze da dode do povetane produkcije prooksidanata ili smanjenja
antioksidativne zastite organizma (Apel i Hirt, 2004; Dilas i sar., 2010). Stanje u
kome je doSlo do poremecaja izmedu produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta 1
sistema zasStite definiSe se pojmom oksidativni stres (Dotan i sar., 2004; Mimica-
Duki¢ 1 sar., 2010; Rahal 1 sar., 2014). Tokom oksidativnog stresa povecana je
produkcija razli¢itih reaktivnih oblika kiseonika. Svi oni mogu da reaguju sa
primarnim biomolekulima, uzrokujuéi peroksidaciju esencijalnih membranskih
lipida u intracelularnim organelama, oksidativnu modifikaciju proteina i
inhibiciju enzima, kao 1 modifikaciju lanca DNK, usled Cega ¢elija polako gubi

integritet 1 podleze nekrozi (Apel 1 Hirt, 2004; Elavarthi i Martin, 2010).
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3.2. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija je lancani slobodnoradikalski proces u kojem
slobodni radikali oksiduju molekule nezasi¢enih masnih kiselina membranskih
lipida (Abuja 1 Albertini, 2001). Intenzivna peroksidacija lipida dovodi do
naruSavanja strukture 1 promene permeabilnosti i fluidnosti bioloS8kih membrana,
opadanja vrednosti membranskog potencijala, povecanja permeabilnosti prema
H" i drugim jonima, ¢ime se narusava integritet ¢elije, pa dolazi do izlivanja
njenog sadrzaja (Yoshida i sar., 2003; Stefan i sar., 2007; Barrera, 2012).
Peroksidi nastali u toku ovog procesa, kao 1 njihovi degradacioni proizvodi,
mogu da reaguju sa proteinima i lancima DNK, deluju¢i kao mutageni agensi
(Marnett, 1999).

Lipidna peroksidacija se odvija u tri faze: inicijacija, propagacija i1
terminacija. Tokom faze inicijacije dolazi do eliminacije vodonikovog atoma
metilenske grupe molekula nezasi¢ene masne kiseline (LH) pod uticajem
snaznog oksidanta, npr. hidroksil-radikala, peroksil-radikala i dr. Nastali alkil-
radikal (L") u fazi propagacije intramolekulskim premesStanjem dvostruke veze
prelazi u konjugovani dien, koji sa kiseonikom gradi peroksil-radikal (LOO").
Peroksil-radikal omogu¢ava nastavak lanCane reakcije oduzimanjem
vodonikovog atoma od susednog molekula nezasi¢ene masne kiseline, pri cemu
se formira novi alkil-radikal, dok se peroksil-radikal stabilizuje gradeci
hidroperoksid (LOOH). Na ovaj nacin se faza propagacije ponavlja viSe puta.
Hidroperoksidi podlezu daljim reakcijama, pri ¢emu se stvaranju novi slobodni
radikali, ili se razlazu do aldehida, naj¢eS¢e malondialdehida (MDA), 1
isparljivih ugljovodonika. Treca faza lipidne peroksidacije, terminacija,
obuhvata reakcije koje se odigravaju izmedu slobodnih radikala (dva alkil-
radikala, dva peroksil-radikala ili kombinacija ova dva), pri ¢emu nastaju
tercijarni produkti oksidacije, stabilni i nereaktivni dimeri i polimeri (Girotti,

1985; Abuja 1 Albertini, 2001; Niki i sar., 2005). U navedenim lan¢anim
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reakcijama dolazi do oSteCenja velikog broja lipida, naroCito kod gusto

pakovanih biolo§kih membrana (Or¢i¢, 2010).

3.3. Antioksidativni sistemi zastite

Da bi se zaStitile od oksidativnih oSteCenja izazvanih reaktivnim
kiseoni¢nim Cesticama, biljke su tokom evolucije razvile enzimske i neenzimske
antioksidativne sisteme zaStite, koji mogu da sprece ili smanje intenzitet
oksidativnih procesa u njihovim tkivima i organima. Antioksidanti su supstance
koje, prisutne u manjoj koncentraciji u odnosu na supstrat koji se oksiduje, mogu
da spreCe njegovu oksidaciju (Niki, 2010; Ghasemzadeh 1 Ghasemzadeh, 2011;
Lopez-Alarcona i Denicolab, 2013).

Prema nacinu delovanja antioksidanti se dele na enzimske (prva linija
odbrane) 1 neenzimske (sekundarna linija odbrane) (Slika 13.) (Meda 1 sar.,

2005; Kelly da Silva i sar., 2013).

ANTIOKSIDANTI

—> PRIMARNI —> VITAMINI (A, C, E)
Glutation-peroksidaza
Superoksid-dizmutaza —> KAROTENOIDI
Glutation-reduktaza B-karoten, likopen, lutein, zeaksantin

——> FENOLNE KISELINE

—> SEKUNDARNI Hidroksicimetne kiseline
Glutation-reduktaza (ferulna kiselina, p-kumarinska)
Glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza Hidroksibenzoeve kiseline

(galna kiselina, elagalna kiselina)

—> FLAVONOIDI
(kvercetin, kemferol, katehin, genistein...)

Slika 13. Podela antioksidanata (modifikovano prema Moharram 1 Youssef,

2014; Suéur, 2015).

22



Sekundarni biomolekuli u alelopatiji

Sa funkcionalnog aspekta antioksidanti se mogu podeliti u dve kategorije:
preventivne antioksidante, koji deaktiviraju aktivne kiseoni¢ne vrste
spreCavajuci ih da formiraju nove radikale, 1 antioksidante koji prekidaju lan¢ane
reakcije oksidacije, tako Sto deluju kao ,hvata¢i" kiseoni¢nih radikala,

transformiSuci ih u stabilne, neradikalske proizvode (Niki, 1987).

3.3.1. Enzimski antioksidanti

Od enzima koji u€estvuju u antioksidativnoj zastiti, 1 koji imaju vaznu
ulogu u zastiti Celije (Kuthan i sar., 1986), najviSe su prouceni superoksid-
dismutaze (SOD; EC 1.15.1.1), katalaza (CAT; EC 1.11.1.6), peroksidaze
(Px; EC 1.11.1.7), askorbat-peroksidaza (APx; EC 1.11.1.11) i glutation-
reduktaza (GR; EC 1.6.4.2) (Slika 14.).

Glutation reduktaza

GSH GSSG

.. —

SOD Glutation peroksidaza

H>0; » HO

\ /e
HO
|

Oy

Katalaza
% H,O O

Oksidativno ostecenje
Proteini
Lipidi
DNK

Slika 14. Enzimski antioksidanti (Predin, 2014).
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Superoksid-dismutaza (SOD; EC 1.15.1.1) je zajednicki naziv za grupu
metaloenzima koji uklanjaju superoksid anjon radikal, katalizuju¢i reakciju
dismutacije superoksid anjon radikala (O,~) do vodonik-peroksida i molekula
kiseonika:

0y + Oy +2H" — H)0; + O
Svi SOD enzimi su metaloproteini koji u aktivnom centru sadrze metalne
jone. U zavisnosti od prisutnog metalnog jona dele se na:
- bakar-cink-zavisnu SOD (Cu/Zn SOD), lokalizovanu u citosolu 1
hloroplastima;
- mangan-zavisnu SOD (MnSOD), lokalizovanu u mitohondrijama;

- gvozde-zavisnu SOD (FeSOD), lokalizovanu u hloroplastima.

Katalaza (CAT; EC 1.11.1.6), je tetramerni hemoproteinski enzim, kod
biljaka pretezno lokalizovan u peroksizomima, koji uklanja vodonik-peroksid
katalizuju¢i reakciju njegove razgradnje do vode 1 molekula kiseonika:

2 H202 E— ) HzO + 02

Peroksidaze (Px; EC 1.11.1.7) su enzimi koji uklanjaju vodonik-peroksid,
katalizuju¢i oksidaciju Sirokog spektra supstrata u prisustvu vodonik-peroksida:
SH, + H, O, —» S + 2 H,O
Supstrati peroksidaza mogu biti prirodne supstance (fenolna jedinjenja) ili
veStacke (gvajakol). Bitne su komponente sistema ranog odgovora biljke na

napad patogena (Mandal i sar., 2008).

Aktivnost navedenih enzima je u bliskoj vezi sa uslovima sredine u
kojima se biljka nalazi i predstavlja odgovor biljke na stres (Sunmonu i Van
Staden, 2014). Iz tih razloga promena aktivnosti ovih enzima se koristi za

detektovanje oksidativnog stresa u biljci (Cao i sar., 2011).
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3.3.2. Neenzimski antioksidanti

Detoksifikacija enzimima je moguca ukoliko je konstanta brzine reakcije
kiseoni¢ne vrste veoma niska. Hidroksil-radikal je veoma reaktivan i reakcije u
kojima ucestvuje su prebrze da bi se on blagovremeno uklonio enzimima. Za
uklanjanje hidroksil-radikala sluze biomolekuli koji deluju kao hvataci
slobodnih radikala ili koji spre€avaju njegovo formiranje uklanjanjem
superoksid anjon radikala 1 vodonik-peroksida iz bioloSkih sistema (Inz¢ 1 Van
Montagu, 1995; Stajner i sar., 1998).

U neenzimske antioksidante se ubrajaju: sulthidrilna jedinjenja poput
glutationa (GSH), vitamini C i E, karotenoidi, flavonoidi i drugi sekundarni
biomolekuli (Davey i sar., 2000; Krishnaiah i sar., 2011).

Glutation je tripeptid (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicin) Siroko zastupljen
kod vecine biljnih vrsta. MoZe da kompleksira toksicne jone tesSkih metala i1 da ih
skladisti u vakuoli ili da uklanja reaktivne vrste kiseonika, pri ¢emu se prevodi u
oksidovanu formu, glutation-disulfid (GSSG). Reaguje brzo sa hidroksil-
radikalima daju¢i manje reaktivne GS' radikale (Popovié i Stajner, 2008;
Carocho 1 Ferreira, 2013):

GSH+'OH —» GS +H)0
GS '+ GS —» GSSG

Vitamin C (L-askorbinska kiselina) je najvazniji hidrofilni antioksidant
biljaka. Sa kiseoni¢nim radikalima reaguje brzo, pri ¢emu nastaje slabo
reaktivan semidehidroaskorbat-radikal. Krajnji proizvod oksidacije vitamina C
je dehidroaskorbinska kiselina (Slika 15.). Medutim, iako u fizioloSkim
uslovima preovladava njegovo antioksidativno delovanje, u prisustvu jona

prelaznih metala moze da deluje i prooksidativno (Popovi¢ i Stajner, 2008).
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OH OH

CH,0H CH,OH

HO OH 0 O
a b

Slika 15. Struktura L-askorbinske kiseline (a) 1 dehidro- L-askorbinske kiseline

(b).

Vitamin E je lipofilni antioksidant, prisutan u ¢elijskim membranama. Od
svih izomera vitamina E, a-tokoferol je bioloski najaktivniji (Slika 16.).
Antioksidativno delovanje ostvaruje redukcijom peroksil-radikala, prekidajuci
lan¢anu reakciju u procesu lipidne peroksidacije (Marnett, 1999).

CHq

HO

cH cH
CH3 3 3 CH3

CHs

Slika 16. Struktura a-tokoferola.

Karotenoidi predstavljaju grupu pigmenata koje sintetiSu biljke 1
mikroorganizmi. Po hemijskoj strukturi podeljeni su u dve grupe: karotene
(polinezasi¢eni ugljovodonici: likopen 1 B- karoten) 1 ksantofile (kiseoni¢ni
derivati: lutein i zeaksantin). Deluju kao hvataci singlet-kiseonika i slobodnih
radikala spreCavaju¢i na taj nacin inicijaciju lipidne peroksidacije (Carocho i

Ferreira, 2013).

Slika 17. Struktura B-karotena.
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3.3.3. Fenolna jedinjenja kao prirodni antioksidanti

Biljke, poznate po lekovitim svojstvima od najranijih vremena ljudske
civilizacije, poslednjih decenija su dobile posebno mesto u istrazivanjima
antioksidativnih supstanci sa visokim antiradikalskim potencijalom (Velickovi¢,
2013). Utvrdeno je da veliki broj fitohemikalija pokazuje antioksidativno
delovanje, medu kojima fenolna jedinjenja privlace najvecu paznju.
Antioksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja rezultat je njihove sposobnosti da
budu donori vodonikovog atoma, nakon ¢ega nastaju manje reaktivni fenoksil-
radikali (Huda-Faujan i sar., 2009):

Ph-OH + ROO° — Ph-O" + ROOH
Relativno velika stabilnost fenoksil-radikala objaSnjava se delokalizacijom

elektrona, odnosno postojanjem viSe rezonantnih formi (Slika 18.).

| By (5**&'“&“&

Slika 18. Rezonantna stabilizacija fenoksil-radikala.

Flavonoidi i fenolne komponente mogu da deluju kao snazni antioksidanti
(Sakihama 1 sar., 2002; Jani¢ijevic-Hudomal 1 sar., 2008). U biljkama deluju kao
hvataci slobodnih radikala 1 pretvaraju th u manje reaktivne vrste (Agrawal,
2011; Ghasemzadeh i1 Ghasemzadeh, 2011) ili vezuju jone metala, sprecavajuci
produkciju slobodnih radikala (Kumar i Pandey, 2013). Uklanjajuci superoksid
anjon radikal i hidroksil-radikal, spreCavaju inicijaciju lipidne peroksidacije

(Sandhar 1 sar., 2011).
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Prisustvo hidroksilovanog prstena u molekulima flavonoida omogucava
im da hvataju slobodne hidroksil- i1 peroksil-radikale: 3’,4’-hidroksilne grupe u
prstenu B deluju kao donori vodonikovog atoma pri uklanjanju slobodnih
radikala, dok 2,3-dvostruka veza u konjugaciji sa C-4 karbonilnom funkcijom
potpomaZe delokalizaciju elektrona B prstena (Sandhar 1 sar., 2011).
Predavanjem vodonikovog atoma kiseoni¢nim radikalima postize se stabilizacija
ovih radikala, pri ¢emu flavonoidi formiraju manje reaktivne radikale (Nijveldt i
sar., 2001).

Antioksidantni potencijal flavonoida je povezan sa prisustvom i
rasporedom funkcionalnih grupa u molekulu (Kumar 1 Pandey, 2013). Odsustvo
3’-hidroksilne grupe smanjuje antioksidativnu mo¢ flavonoida (Sandhar 1 sar.,
2011), kao i glikozilacija ove funkcije (Pietta, 2000). Tako, flavonoidi koji za B
prsten imaju vazane dve hidroksilne grupe pokazuju vecu antioksidativnu
aktivnost (Kumar i1 Pandey, 2013). Medu flavonoidima najveéu aktivnost
ispoljavaju flavoni 1 katehini (Nijveldt 1 sar., 2001). Studije su pokazale da
derivati kvercetina deluju kao snazni antioksidanti. Dokazano je da su rutin 1
apigenin veoma efikasni u sprecavajnju lipidne peroksidacije i oksidacije B-
karotena. Lipidnu peroksidaciju spreavaju i vodeni ekstrakti listova pasiflore,
koji sadrze kao aktivne komponente apigenin, luteolin i derivate luteolina (Braca

1 sar., 2002; Sharififar i sar., 2009; Kelly da Silva i sar., 2013).

Slika 19. Struktura kvercetina.
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Fenolne kiseline — derivati hidroksicimetne kiseline (hidroksicinamati) i
derivati hidroksibenzoeve kiseline (hidroksibenzoati) — deluju kao hvataci
hidroksil-radikala, peroksil-radikala, superoksid anjon radikala i peroksinitrita
(Carocho 1 Ferreira, 2013). Polifenoli su efikasniji antioksidanti od monofenola.
Tako je galna kiselina sa tri hidroksilne grupe efikasniji antioksidant od
protokatehinske i kafene kiseline, koje su jaci antioksidanti od monofenolnih
kiselina, p-hidroksibenzoeve i p-kumarinske kiseline. Prisustvo metoksi grupe u
orto polozaju povecava antioksidativnu aktivnost monofenola, tako da je
sinapinska kiselina aktivnija od ferulne, a ferulna je aktivnija od p-kumarinske.
Generalno su derivati hidroksicimetne kiseline bolji antioksidanti od derivata
hidroksibenzoeve kiseline zbog prisustva dvostruke veze koja ucestvuje u
stabilizaciji nastalog aroksi-radikala (Velickovi¢, 2013).

Veliki broj kumarina sposoban je za hvatanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta,
Sto ukljucuje niz razli¢itih molekularnih mehanizama delovanja i1 verovatno je
povezano s njihovom strukturnom slino$éu s flavonoidima (Molnar i Cadi¢,
2011). Medu biljnim vrstama iz familije Lamiaceae, ruzmarin je najviSe
prouavan kao izvor prirodnih antioksidanata (Babovi¢ i1 Petrovi¢, 2011).
Ruzmarinska kiselina, estar kafene i 3,4-dihidroksifenilmle¢ne kiseline (Slika
20.), pokazuje antiinflamatornu, antioksidativnu, antimutagenu i antibakterijsku
aktivnost. Zahvaljuju¢i antioksidativnoj aktivnosti ruzmarinske kiseline,
ruzmarin 1 njegovi ekstrakti nalaze primenu u fitofarmaciji kao sastavni delovi
preparata za leCenje bolesti nastalih pod uticajem slobodnih radikala, kao 1 u
prehrambenoj industriji za spreavanje oksidativne razgradnje masti i ulja

biljnog i zivotinjskog porekla (Stoiljkovi¢ 1 sar., 2004).

OH
O OH OH
(o]
i 0
HO
OoH

Slika 20. Struktura ruzmarinske kiseline.
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NeutraliSuci slobodne radikale u ¢elijama, fenolna jedinjenja kao snazni
antioksidanti sprecavaju oksidativna oSte¢enja lanaca DNK. Antikancerogenom,
antiviralnom 1 antitoksi¢cnom ulogom utiCu na imuni i1 inflamatorni odgovor
coveka. Iz tih razloga se biljke, koje sadrze razli¢ita fenolna jedinjenja, koriste
kao pomoc¢na lekovita sredstva u medicini (Popovi¢ 1 Malenci¢, 2006). Pored
toga Sto deluju kao snazni antioksidanti, fenoli su jedinjenja od velike vaznosti
za biljku 1 kao celijski potporni materijal poput lignina i suberina, koji €ine
mehanicku potporu 1 barijeru invaziji mikroba (Héakkinen, 2000; Popovi¢, 2001).
Neki od njih mogu da budu i ko-pigmenti, u ¢emu su najznacajniji antocijani,
koji se obi¢no nalaze u obliku glikozida ili estara sa taninima (Popovi¢, 2001;
Popovi¢ 1 Malenci¢, 2006). Najrasprostranjeniji su pigmenti u biljnom svetu
posle hlorofila. Mogu da imaju boju u rasponu od crvene do plave. Doprinose
boji cveca, voca 1 listova, Sto je veoma vazno u privlacenju insekata (Hakkinen,
2000). Na boju antocijana uticu mnogi ¢inioci kao Sto su pH sredine i prisustvo
drugih fenola (fenolnih kiselina, flavonoida, tanina...) (Stankovi¢ i sar., 2006).

Flavonoidi, koji se nalaze na povrSini listova, imaju ulogu u fizioloSkom
prezivljavanju biljaka Stite¢i ih od gljivicnih infekcija 1 UV zracenja (Sandhar i
sar., 2011). Najvaznija uloga fenolnih jedinjenja je u zastiti biljke od napada
patogena 1 predatora. Jednostavne fenolne kiseline, kao 1 kompleksi tanina i
fenolnih smola na povrsini biljke, uspeSno odbijaju ptice. Kondenzovani tanini
daju gorak ukus biljnim tkivima, delujuci odbijajuée na herbivore.

Stresni uslovi, kao Sto su UV zracenje, povreda i infekcija biljke, indukuju
povecanje sinteze 1 akumulaciju fenolnih komponenti (Sakihama i sar., 2002;
Asami 1 sar., 2003). Tako spoljasnji faktori mogu imati znaCajan uticaj na
sadrzaj fenolnih kiselina i1 flavonoida u biljkama (Hékkinen, 2000; Michalak,
20006).

Niskomolekularna jedinjenja (ukljuuju¢i fenole) koja se mogu
akumulirati kao posledica napada mikroorganizama nazivaju se fitoaleksinima.
Fitoaleksini su post-infektivna jedinjenja, tj. mogu biti prisutni u biljci u niskim

koncentracijama i bez infekcije, medutim nakon infekcije rapidno se nakupljaju
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kao indukovana jedinjenja (Stankovi¢ 1 sar., 2006), Stite¢i biljku od Sirenja
infekcije 1 novih napada (Mandal 1 sar., 2010). Od fenolnih fitoaleksina 1 toksina,
hidroksikumarini i hidroksicinamati su od najveée vaznosti (Popovi¢ i Malenci¢,
2006).

Mnogi sekundarni metaboliti funkcioniSu kao alelojedinjenja 1 sluze kao
zaStitne hemijske komponente protiv biljojeda i mikroorganizama (Stankovi¢ i
sar., 20006). Pored isparljivih terpena, i toksicni, u vodi rastvorljivi fenoli, kao $to
su jednostavni fenoli (hidroksibenzoati i hidroksicinamati), mogu da deluju kao
alelopatske supstance 1 da imaju uticaj u komunikaciji medu biljkama

(Héakkinen, 2000).
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4. Alelopatija

Termin alelopatija (izveden od dve grcke re€i lat. allelon — ,jedni na
druge® 1 lat. pathos — ,,patiti, senzitivnost®) prvi je upotrebio austrijski botanicar
Hans Molisch (1937) za oznaavanje inhibitornog uticaja jedne biljke na rast i
razvoj druge biljke u neposrednom okruzenju (An i sar., 2003; Bhadoria, 2011).
E.L. Rice 1984. godine prosiruje definiciju 1 definiSe alelopatiju kao direktan ili
indirektan, pozitivan ili negativan uticaj jedne biljke putem hemijskih izlucevina
na drugu biljku (Bogatek 1 sar., 2006; Blanco, 2007; Safari 1 sar., 2010). Iako se
termin alelopatija najceS¢e upotrebljava za opisivanje hemijskih interakcija
izmedu dve biljke (alelopatija u uZem smislu), moze da se upotrebi 1 za
opisivanje hemijske komunikacije izmedu biljaka i mikroorganizama, biljaka i

insekata, biljaka 1 herbivora (alelopatija u Sirem smislu) (Weir i sar., 2004).

4.1. Interakcija biljka-biljka

Biljke sintetiSu veliki broj sekundarnih biomolekula koji su prisutni u
gotovo svim organima (listu, cvetu, plodu, stabljici, korenu, semenu) (Putnam,
1988). Sintetisane biomolekule biljke emituju u spoljaSnju sredinu preko
eksudata i1z korena, evaporacijom iz nadzemnih delova ili raspadanjem otpalih,
izumrlih delova, pa preko njih deluju na klijanje, rast 1 razvoj biljaka u
okruzenju, tako S$to uti€u na njihovu fotosintezu, respiraciju, balans vode i
hormona, aktivnost enzima, kao 1 na strukturu i1 permeabilnost celijske
membrane (Slika 21.) (Wu 1 sar., 2000; An 1 sar., 2003; Gatti 1 sar., 2010).
Najcesc¢e vidljive promene koje se javljaju kao posledica alelopatskih interakcija

su inhibicija ili retardacija klijanja semena, inhibicija rasta korenovog sistema,
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pucanje korenci¢a, nedostatak korenskih dlacica, izduzivanje koleoptila i dr.
(Bhadoria, 2011; Gella i sar., 2013).

Alelohemikalije su supstance putem kojih se ostvaruju alelopatske
interakcije (Bhadoria, 2011), tj. imaju vaznu ulogu u hemijskim interakcijama
izmedu biljaka 1 patogena (Wojcicka, 2010). To su sekundarni ili, rede, primarni
proizvodi metabolizma biljaka (Chou, 2006; Liu i sar., 2013), sintetisani u
acetogeninskom, Sikimatnom ili izoprenoidnom putu, koji nemaju veliku ulogu u
primarnom metabolizmu vaznom za prezivljavanje samih vrsta (Kovacevi¢ 1

Momirovi¢, 2000).

N
N\\
ANNNN
NNN\N\N\ 9 SXY Evaporacija iz
NN Q\! nadzemnih delova
NN\N\N\
\\\‘

Raspadanje
otpalih listova

o Alelohemikalije

o
i ® Eksudacija iz korena

Slika 21. Mogu¢i nacini oslobadanja alelohemikalija u spoljasnju sredinu (De

Albuquerque i sar., 2011; Suéur, 2015).

Alelohemikalije se mogu svrstati u 10 kategorija, kao §to je prikazano u

Tabeli 3. (Li1i sar., 2010; Soltys i sar., 2013).
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Tabela 3. Kategorije alelohemikalija (Li 1 sar., 2010; Soltys 1 sar., 2013).

1. Organske kiseline rastvorljive u vodi, nerazgranati alkoholi,
alifaticni aldehidi i1 ketoni

Prosti laktoni

Masne kiseline dugog niza i poliacetileni

Benzohinoni, antrahinoni i kompleksni hinoni

Fenoli

Cimetna kiselina i njeni derivati

Kumarini

Flavonoidi

I B = Y R R

Tanini

[a—
S

Steroidi 1 terpenoidi (seskviterpenski laktoni, diterpeni 1 triterpeni)

Biljka koja i1zlucuje alelohemikalije u okolinu oznacava se kao biljka-
emiter, dok se biljka na koju deluju izluene alelohemikalije oznafava kao
biljka-recipijent (Soltys 1 sar., 2013). Veéi broj alelohemikalija biljka-emiter
izluCuje u aktivnom obliku, dok se pojedine druge aktiviraju delovanjem
mikroorganizama ili pri specificnim ekoloskim uslovima (pH, temperatura,
svetlost) (Inderjit 1 sar., 2011; Li 1 sar., 2013). Mikroorganizmi preuzimaju
alelohemikalije i1z zemljiSta, transformiSu ith 1 na taj nacin smanjuju ili
povecavaju njihovu toksi¢nost (De Albuquerque i sar., 2011). Osim toga,
izluCene alelohemikalije mogu da stimuliSu mikroorganizme da produkuju neke
druge alelohemikalije koje ¢e delovati na okolne biljke (Slika 22.). Medusobni
odnosi medu biljkama, kao 1 odnosi izmedu biljke 1 spoljasnje sredine, uti¢u na
alelopatsku komunikaciju, menjajuci alelopatski potencijal izlu¢enih supstanci
(Inderjit 1 sar., 2011). Alelopatski uticaj je izrazeniji ukoliko zajednicki deluje
viSe komponenti u poredenju sa istom koncentracijom alelopatskih supstanci

koje deluju pojedinacno tj. deluju sinergisticki (Sikora i1 Berenji, 2008).
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Y a

; 'F. A Emiter C Emiter
{.- :. a ‘ ‘
w ~ Recipijent Reupuent Recipijent

R
7 Bo >~ s =y ’
» =N Ji f
L~
” ¥ = X
V| AW /- AN
° . Y v v .
= .k.l '\./ e X%} * Mikrogrganizmi " oxo... .MikroorganizmiY
elohemikalije i ° °
Alelohemikalije ™ ‘.. L 4 .. e Alelohemikalije «... a ,..' -
_ . o0
Modlﬁkoyanf? Alelohemikalije
J alelohemikalije produkovane od strane

Slika 22. Alelopatske interakcije (Soltys i sar., 2013; Suéur, 2015) — (1a) Biljka
A oslobada alelohemikalije X i F koje uti€u na rast biljke B; (1b-leva strana)
Biljka A oslobada alelohemikalije koje dalje modifikuju ili aktiviraju
mikroorganizmi u alelohemikalije Y, koje uticu na rast biljke B; (1b-desna
strana) Biljka A oslobada alelohemikalije X koje stimuliSu mikroorganizme da

produkuju alelohemikalije Z, koje uticu na rast biljke B.

Pored uticaja na mikroorganizme koji se nalaze u okolini biljke koja ith
izlu¢uje (WeiBhuhn 1 Prati, 2009), alelohemikalije uti¢u indirektno 1 na Zivotinje
koje se hrane biljkama, zatim na dekompoziciju organskih materija u zemljistu,
kao 1 na kruzenje azota u prirodi (Inderjit i sar., 2011).

Alelopatski odnosi koji su S§iroko rasprostranjeni u biljnom svetu,
manifestuju se preko razliCitih biohemijskih mehanizama, uz ucesce razliCitih
fizioloSki aktivnih jedinjenja, s razliCitom brzinom delovanja 1 razli¢itim
posledicama (Vrbnicanin 1 Koji¢, 2000). Veliki broj alelopatskih interakcija je

negativnog karaktera, dok su pozitivni odnosi retkost (Soltys i sar., 2013).
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Od davnina se zna da oko pojedinih biljnih vrsta ne rastu druge zeljaste
biljke. Poznata je toksi¢nost juglona (5-hidroksinaftohinon) iz oraha (Juglans
regia L.) za mnoge biljke 1 insekte (Ercisli i sar., 2005). Niz vrsta zeljastih
biljaka, osetljivih na toksi¢nost juglona, ne moze da raste u neposrednoj blizini
oraha. Ista pojava se zapaZa na zemljiStu u blizini Zbunova zalfije (Salvia
leucophyta Greene (Lamiaceae)) 1 pelina (Artemisia californica Less.
(Asteraceae)). Ovaj efekat se pripisuje dejstvu etarskog ulja koje sadrzi
monoterpene kamfor i 1,8-cineol, poznate inhibitore klijanja i rasta klijanaca

razli¢itih vrsta zeljastih biljaka.

OH O

Slika 23. Struktura juglona.

Sli¢na pojava je zapazena i u neposrednoj blizini eukaliptusa (Eucaliptus
camaldulensis Dehnh. (Myrtaceae)). Pretpostavlja se da komponente etarskog
ulja: a- 1 f-pinen, a-felandren 1 1,8-cineol inhibiraju klijanje korenka (Bromus
rigidus Roth (Poaceae)) (JanCi€ i sar., 1995). Kao inhibitori klijanja navode se 1
borneol, (+) kamfor i pulegon.

U zitaricama, kao $to su kukuruz (Zea mays L.), pSenica (Titicum
aestivum L.), raz (Secale cereale L.), jeCam (Hordeum vulgare L.), pirinac
(Oryza sativa L.) 1 sirak (Sorghum bicolor L.), identifikovano je prisustvo
supstanci sa alelopatskim delovanjem ukljucuju¢i fenolne kiseline, flavonoide,
kumarine 1 alkaloide. Medutim, kakve ¢e se posledice javiti u biljci (intenzitet
alelopatije) koja je bila izlozena uticaju alelohemikalija zavisi od strukture
prisutnih jedinjenja, primenjene doze, kao i od biotickih i abiotickih faktora

(Bravo 1 sar., 2013).
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Alelohemikalije spreavaju klijanje semena tako Sto utiCu na aktivnost
metabolickih enzima ukljuCenih u procese glikolize 1 pentozo-fosfatnog puta.
Utvrdeno je da neke fenolne kiseline (vanilinska, p-kumarinska, p-
hidroksibenzoeva 1 protokatehinska kiselina) inhibiraju aktivnost glikolitickih
enzima (aldolaza, glukozafosfat-izomeraza), iako taCan mehanizam inhibicije
nije poznat (Weir i sar., 2004).

NajviSe proucavan mehanizam fitotoksicnog delovanja alelohemikalija je
inhibicija fotosinteze, koja se javlja kao posledica interakcije alelohemikalija sa
komponentama fotosistema II. Jedan od inhibitora fotosistema II je sorgoleon, iz
sirka (Sorghum bicolor L.), koji je po strukturi benzohinon (Slika 24.). U
zemljiSte dospeva eksudacijom preko korena, gde se vezuje za atrazin-vezno
mesto u fotosistemu II, spreavajuc¢i redukciju plastohinona, $to za posledicu

ima inhibiciju elektron-transportnog lanca (Weir i sar., 2004).
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Slika 24. Struktura sorgoleona.

Jedan od alelohemijskih efekata koji dovodi do celijske smrti jeste i
povecana produkcija i akumulacija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta koje dovode do
oksidativnog stresa u ciljnoj ¢eliji (De Albuquerque i sar., 2011). Oksidativni
stres izazvan alelohemikalijama dovodi do povecanja intenziteta lipidne
peroksidacije ¢elijskih membrana, ¢ime se naruSava integritet membrana i
aktivan transport kroz njih, kao 1 do povecanja aktivnosti antioksidativnih
enzima (Bogatek 1 Gniazdowska, 2007; Ding i sar., 2007; Li 1 sar., 2013).
Alelohemikalije rastvorene u vodi tada u vecoj meri ulaze u koren, te dolazi do
gubitka elektrolita iz oSte¢enih delova korenovog sistema (Dmitrovi¢, 2012).

Upravo se toksicnost hinona 1 fenola objasnjava formiranjem semihinon-
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radikala, donora elektrona molekulu kiseonika, koji na taj nacin prelazi u
superoksid anjon radikal (Weir i sar., 2004).

U poljoprivrednim sistemima interakcije izmedu gajenih biljnih vrsta, kao
1 interakcije izmedu useva 1 korova, mogu da dovedu do smanjene
produktivnosti (Dmitrovi¢, 2012). Iz ovih ¢injenica je proizasla ideja o primeni
alelopatije kao perspektivne strategije za kontrolu korova, a u cilju smanjenja
upotrebe sintetickih herbicida i drugih pesticida koji zagaduju Zivotnu sredinu
(Akbarzadeh i sar., 2013).

Najveci broj istrazivanja u oblasti prakticne primene alelopatije je do sada
bio fokusiran na probleme suzbijanja korova na pirinCanim poljima, zbog
specificnog nacina gajenja ove ratarske kulture (Janji¢ 1 sar., 2008).
Identifikovane potencijalne alelohemikalije u ekstraktima i eksudatima pirinca
pripadaju razli¢itim klasama jedinjenja. U vodenim ekstraktima su
identifikovane fenolne kiseline: p-hidroksibenzoeva, vanilinska, p-kumarinska i
ferulna kiselina. Medutim, iako se smatra da fenolne kiseline, u poredenju sa
ostalim klasama jedinjenja, imaju vodecu ulogu u alelopatiji, utvrdeno je da je
diterpenoid momilakton B u pirin¢u najznacajnije jedinjenje koje alelopatski
deluje na korove (Roth i sar., 2000; Kato-Noguchi i Ino, 2003; Kato-Noguchi,
2004; Kato-Noguchi i Ino, 2005; Kato-Noguchi i Ino, 2005).

Primeri prirodnih bioherbicida su vodeni ekstrakti sirka (Sorghum bicolor
L.) i suncokreta (Helianthus annuus L.) koji su se pokazali kao veoma efikasna
zaStita gajentih biljaka od korova, bez gubitaka u prinosu (Soltys 1 sar., 2013).
Utvrdeno je da fitotoksicni efekat sirka potice od sorgoleona koji se oslobada
eksudacijom korena i ispoljava toksi¢nost pri koncentracijama manjim od 10
umol/dm® (Dayan, 2006; Uddin i sar., 2013). U Tabeli 4. navedene su biljke i
njihove aktivne supstance koje deluju inhibitorno na klijanje semena i rast

korova.
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Tabela 4. Alelopatske supstance izolovane iz biljaka koje deluju inhibitorno na

klijanje semena i rast korova (Soltys i sar., 2013).

Alelopatska Biljka iz koje je Korov na koji deluje
supstanca izolovana
[zotiocijanati Rotkvica Sonchus asper L. Hill

Matricaria inodora L.
Amaranthus hybridus L.
Convolvulus arvensis L.
Daucus carota L.
Hirschfeldia incana L.

Sorgoleon Sirak Phalaris minor Retz.
Coronopus didymus L.
Cyperus rotundus L.
Solanum nigrum L.
Amaranthus retroflexus L.
Ambrosia atrtemisiflora L.

Momilakton Pirina¢, mahovina Echinochloa colonum L.
Amaranthus lividus L.
Digitaria sanguinalis L.
Poa annua L.

Artemisinin Pelin Ipomoea lacunose L.
Portulaca oleracea L.
Lemna minor L.

Sarmentin Biber Leptochloa filiformis (Lam)
Beauv.
Taraxacum sp. Wigg
Chenopodium album L.

Etarska ulja Eukaliptus Cassia occidentalis (L.) Link

Lolium rigidum Gaudin
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Prednost upotrebe alelohemikalija kao prirodnih pesticida su (Soltys 1 sar.,

2013):

Vecina alelohemikalija je rastvorljiva u vodi Sto omogucava njihovu
primenu bez dodatnih reagenasa za razliku od sintetiCkih herbicida, koji se
slabo rastvaraju u vodi i zemljiStu 1 imaju sposobnost akumulacije u
organizmima biljaka 1 Zivotinja.

Biorazgradivi su, sadrze relativno mali broj takozvanih ,teSkih atoma®,
karakteriSe ih odsustvo ,,neprirodnih* prstenova §to ih €ini ekoloski boljom
opcijom od sintetickih herbicida. Ove odlike sprecCavaju nagomilavanje
Stetnih jedinjenja u zemljiStu i negativan uticaj na druge biljke.

Raznovrsnost 1 prisustvo velikog broja jedinjenja omogucava im da deluju
na korove koji su razvili rezistentnost na konvencionalne herbicide.

Veliki broj izolovanih alelohemikalija ispoljava svoju biolosku aktivnost u
niskim (10°-10° mol/dm®) ili izuzetno niskim koncentracijama (107"

mol/dm®) (Gniazdowska i Bogatek, 2005).

Nedostaci upotrebe alelohemikalija kao prirodnih pesticida su (Soltys i sar.,

2013):
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Slozenost strukture ih ¢ini reaktivnijim 1 nestabilnim, tako da brza
transformacija jedne od funkcionalnih grupa moze znafajno da smanji
biopesticidnu aktivnost celog jedinjenja.

Neselektivne su 1 manje specifiéne od sintetickih herbicida.

Nemogucénost komercijalizacije proizvoda usled otezanog postupka
dobijanja proizvoda ujednacenog kvaliteta, iz razloga S§to sastav i
koncentracija sekundarnih biomolekula biljaka zavise od uslova u kojima
samonikle biljke rastu, tj. od ¢itavog niza faktora Zivotne sredine.
Monokotiledone biljke (kojima pripada vecina ratarskih kultura) su otpornije
na alelohemikalije nego dikotiledone biljke, stoga je moguce koriS¢enje

alelojedinjenja kao potencijalnih herbicida, ali je upotreba ograni¢ena na
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tretiranje odredenih useva sa definisanim sastavom korova (Gniazdowska 1

Bogek, 2005).

Da bi alelohemikalije mogle da se upotrebljavaju kao prirodni herbicidi, moraju
da budu:
e dovoljno efikasne,

e bezbedne po Zivotnu sredinu.

Iz tih razloga, neophodno je da imaju:
e fitotoksicnu aktivnost prema korovskim vrstama u niskim
koncentracijama,
e identifikovanu hemijsku strukturu,
e poznat nacin delovanja u biljkama 1 vreme zadrZavanja u zemljistu,
e poznat uticaj na mikroorganizme,
e ispitana ekotoksikoloska svojstva,

e ispitanu toksicnost za ljude i sisare.

Primenom prirodnih herbicida, biljnog porekla, Stiti se 1 ¢uva plodnost 1
mikrobioloSka aktivnost poljoprivrednog zemljiSta. Intenzivna, cesto 1
prekomerna, primena pesticida dovela je do ozbiljnih poremecaja u Zivotnoj
sredini. Pod pesticidima podrazumeva se Sirok spektar hemijskih materija koji
poseduju razli¢itu biolosku aktivnost, a koje se upotrebljavaju za zastitu biljaka
od raznih Stetnih organizama. Agrohemikalije se klasifikuju prema bioloSkim
osobinama 1 prema vrsti organizama na koji deluju, a poznate su kao herbicidi,
insekticidi, fungicidi, akaricidi, baktericidi, nematocidi, repelenti (odbijaju
insekte), feromoni (remete normalno ponasanje insekata i dr.). Zbog velike
potrebe za upotrebom pesticida nastoji se da se pronadu alternativni putevi za

zastitu biljnih kultura koji su manje opasni za ekosisteme (Cekovié, 2006).
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Alelohemikalije mogu direktno uticati na veci broj fizioloSkih 1
biohemijskih procesa, a samim tim i na rast i razvi¢e biljnih organa (Weir 1 sar.,
2004; Safari 1 sar., 2010). Alelopatski efekti biljaka familije Lamiaceae su
ispitivani u vefem broju studija. Safari i1 sar. (2010) su ustanovili da vodeni
ekstrakti biljke Thymus kotschyanus (Lamiaceae) ispoljavaju dozno-zavisne
alelopatske efekte na klijanje semena i rast klijanaca Bromus tomentellus.
Takode, Bajalan 1 sar. (2013) su ispitivali dejstvo razli¢itih koncentracija
vodenog ekstrakta zalfije (Salvia officinalis (Lamiaceae)) na klijanje semena
Stira (Amaranthus retroflexus) 1 ustanovili da primenjeni ekstrakti pokazuju
snazan inhibitorni efekat na klijavost semena. Ispitivanjem alelopatskog uticaja
vodenog ekstrakta lavande (Lavandula officinalis), ustanovljeno je da pored toga
Sto dovodi do inhibicije klijanja semena Stira (Amaranthus retroflexus), postoji 1
inhibitorni efekat na duzinu korena i masu suvog biljnog materijala (Akbarzadeh
isar., 2013).

Primena alelohemikalija kod tretiranih biljaka izaziva nekontrolisanu
produkciju 1 akumulaciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) (Inze 1 Van
Montagu, 1995; Weir i sar., 2004; Gniazdowska i Bogatek, 2005), aktivirajuci
¢elijske antioksidacione sisteme koji imaju funkciju da ublaze oksidativni stres
(Hammond-Kosack 1 Jones, 1996; Gniazdowska i Bogatek, 2005; De
Albuquerque i sar., 2011). Povecana produkcija reaktivnih vrsta kiseonika moze
da dovede do povecane aktivnosti enzima antioksidativnog odgovora poput
superoksid-dismutaze (SOD), gvajakol-peroksidaze (GPx) i dr. (Mandal 1 sar.,
2013), koji imaju vaznu ulogu u zastiti Celije (Kuthan i sar., 1986). Sa druge
strane, prekomerna akumulacija vodonik-peroksida moze da dovede i do
inhibicije enzimske aktivnosti, pri ¢emu biljka ostaje nezaSti¢ena tj. podlozna
oksidativnom stresu prouzrokovanim slobodnim radikalima (Mandal 1 sar.,
2013). Sunmonu i1 Van Staden (2014) su utvrdili da vodeni ekstrakti biljaka
Vachellia sieberiana, Albizia adianthifolia 1 Rapanea melanophloeos u pocetku

dovode do povecanja superoksidazne, katalazne 1 peroksidazne aktivnosti u
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sadnicama salate. Medutim, duze izlaganje sadnica salate uticaju navedenih
ekstrakata dovodi do dozno zavisne inhibicije enzimske aktivnosti.

S obzirom na to da je odgovor biljke na abiotiCki stres u bliskoj vezi sa
promenom enzimske aktivnosti u njenim tkivima 1 organima (Sunmonu and Van
Staden, 2014), promena aktivnosti enzima 1 intenzitet lipidne peroksidacije su
glavni markeri oksidativnog stresa (Taulavuori, 2001; Cao i sar., 2011). Oracz i
sar. (2007) su ustanovili da ekstrakt lista suncokreta (Helianthus annuus) dovodi
do znacajnog povecanja aktivnosti enzima antioksidativne zaStite kod slaCice
(Sinapis alba). Istrazivanja Bogateka 1 sar. (2006) su pokazala da ekstrakti
suncokreta prouzrokuju oksidativni stres povecavaju¢i koncentraciju vodonik-
peroksida u tkivima slacice, Sto prati povecan intenzitet lipidne peroksidacije.
Ding i sar. (2007) su ustanovili da cimetna kiselina izaziva oksidativni stres,
povecavajuc¢i koncentraciju superoksid anjon radikala i vodonik-peroksida u
korenu krastavca, $to dovodi do povecane aktivnosti enzima SOD, CAT 1 GPx.

Kafena kiselina stimuliSe proces lipidne peroksidacije, indukujuci
oksidativni stres u biljkama. Tako je povecanje koncentracije MDA kao krajnjeg
proizvoda lipidne peroksidacije i povecanje sadrzaja vodonik-peroksida usled
izlaganja uticaju kafene kiseline uoceno u korenu pasulja (Singh 1 sar., 2009) i
kupusa (Singh 1 sar., 2013). I za druge fenolne komponente je pokazano da
imaju negativan uticaj na rast i razvoj susednih biljaka. Smatra se da je za
inhibitorni uticaj Zitarica na rast nekih korovskih vrsta odgovorno prisustvo p-
hidroksibenzoeve, vanilinske, p-kumarne, siringinske i ferulne kiseline (Wu 1
sar., 2000). Prema istrazivanjima Stupnicka-Rodzynkiewicz i sar. (2006) najjaci
inhibitorni efekat na korovsku vrstu konicu (Galinsoga parviflora) pokazale su
p-hidroksibenzoeva, protokatehinska i vanilinska kiselina od osam ispitanih
fenolnih jedinjenja (hlorogenska, ferulna, p-hidroksibenzoeva, p-kumarna,

protokatehinska, salicilna, trans-cimetna 1 vanilinska kiselina).
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4.2. Uloga etarskih ulja u interakciji biljka-insekt

Etarska ulja imaju fizioloSku funkciju (u metabolizmu biljaka), i ekolosku
funkciju (u biohemijskim interakcijama biljaka sa spoljaSnom sredinom).
Ekoloska uloga uslovljena je fizi€cko-hemijskim osobinama komponenti etarskog
ulja, koje omogucavaju da one budu osnovni agensi biohemijske interakcije
biljke sa spoljaSnom sredinom. U tom smislu mogucée je razlikovati ulogu
etarskih ulja u alelopatskim odnosima, u odnosu biljka-zivotinja i znac¢aj etarskih
ulja za Coveka (Kosti¢ i sar., 2012).

Miris biljaka, koji je znaCajan faktor u privlaenju insekata-opraSivaca,
uglavnom potice od isparljivih komponenti etarskih ulja. Neke od komponenti,
odgovorne za privlacenje insekata, su citral, linalol, mircen i1 limonen. Pojedine
komponente etarskih ulja mogu da deluju privla¢no na jednu grupu insekata, a
drugu da odbijaju. Prisustvo etarskih ulja u biljkama predstavlja jedan od brojnih
razvijenih mehanizama odbrane biljaka od insekata i patogenih gljiva (Batish i
sar., 2008). Etarska ulja imaju znacajnu ulogu u redukciji broja herbivora i
parazita, tako da su pored farmaceutske, prehrambene 1 kozmeti¢ke industrije,
naSli primenu 1 u zastiti ekosistema, ljudi, Zivotinja 1 hrane (Vucini¢€ i sar., 2011).

Poslednjih decenija etarska ulja dobijaju sve viSe na znacaju u nau¢nim
istrazivanjima kao potencijalni fumiganti 1 kontaktni insekticidi (Batish i sar.,
2008). Kao lako isparljiva jedinjenja, koja karakteriSe niska toksi¢nost prema
sisarima, predstavljaju dobru alternativu za zaStitu uskladiStenih proizvoda.
Fumigantnim delovanjem etarskih ulja postiZze se suzbijanje rezlicitih rezvojnih
stadijuma insekata (Wang 1 sar., 2006). O znacaju etarskih ulja kao faktora
redukcije brojnosti Stetnih insekata svedoci veliki broj istrazivanja. Ustanovljeno
je da karvakrol, sam ili u kombinaciji sa drugim aktivnim sastojcima etarskih
ulja, deluje repelentno na mnoge insekte (npr. komarce, krpelje, bubasvabe)
(Vucini¢ 1 sar, 2011). Karvakrol 1 njegov izomer timol su glavni mirisni 1
lekoviti (antisepticki, antihelminti¢ni) sastojci maj¢ine duSice, vranilovke i

drugih biljaka iz familije usnatica (Tucakov, 1996). Ustanovljeno je da proizvodi
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na bazi eukaliptusa pruzaju osmocasovnu zastitu od ujeda komaraca (Batish 1
sar., 2008), tj. da etarsko ulje eukaliptusa, u kom je u ve¢im koli¢inama prisutan
monoterpen 1,8-cineol, ispoljava repelentno dejstvo na komarce. Istrazivanja
Calmasur 1 sar. (2005) su pokazala da etarska ulja biljaka familije Lamiaceae
(Micromeria fruticosa, Nepeta racemosa 1 Origanum vulgare) takode pokazuju
insekticidnu aktivnost. Aktivne komponente dominantne u ulju su y-terpinen, a-
terpinen, timol, karvakrol i linalol. Pored toga $to deluju toksi¢no i repelentno za
mnoge insekte, veliki broj monoterpena ispoljava antimikrobnu, antibakterijsku 1
antifungalnu aktivnost (Popovi¢ 1 Malenci¢, 2006). Biosinteza etarskih ulja
predstavlja jedan od brojnih mehanizama odbrane biljaka od insekata. Novija
istrazivanja ukazuju da etarska ulja mogu biti koriS¢ena kao alternative
konvencionalnim insekticidima. Manje su toksi¢ni od sinteti¢kih insekticida.
Poznato je da pojedini sekundarni biomolekuli mogu ispoljiti baktericidno 1
fungicidno dejstvo na mikroorganizme prisutne u zivotnoj sredini (WeilShuhn i
Prati, 2009).

Aromati¢ne biljke familije Lamiaceae upotrebljavaju se kao lekovite,
zaCinske 1 ukrasne biljke. U tradicionalnoj medicini imaju Siroku primenu zbog
visokog sadrzaja etarskog ulja koje ispoljava antimikrobnu, antiviralnu i
antikancersku aktivnost (Bozin i sar., 2006). S obzirom da prirodni proizvodi
preparata, jer su biorazgradivi 1 naj¢e$¢e manje toksi¢ni (Fakoorziba i sar.,
2014), potrebno je prosititi ispitivanja biopesticidne aktivnosti 1 na ekstrakate

samoniklih biljaka.
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5. Alelopatski potencijal vodenih rastvora
samoniklih biljaka

5.1. Biljni materijal

Biljni materijal koriS¢en za istrazivanja sakupljen je u fazi cvetanja na
podrucju Republike Srbije i Republike Crne Gore. Pregledan je i1 kolektovan u
Kolekciji primeraka jemstva (Voucher collection) Herbariuma BUNS na
Departmanu za biologiju 1 ekologiju Prirodno-matematickog fakulteta u Novom
Sadu. Osnovni podaci o brojevima vaucera 1 lokalitetu sakupljanja ispitivanih
vrsta familije Lamiaceae prikazani su u Tabeli 5.

Tabela 5. Podaci iz vaucera biljnih vrsta kori§¢enih u radu.

Broj vau€era  Vrsta Lokalitet lokacija
2-1543 Clinopodium Crna Gora makija
menthifolium Sutomore, Canj
(Host) Stace 1989 N 42.09.52,19;
E 19.00.30,10;
3l m
2-1544 Satureja montana Crna Gora kre¢njacki
L. 1753 subsp. Podgorica, Bioce, Potoci  kamenjar,
Montana N 42.32.23,21; pseudomakija
E 19.20.02,17;
123 m
2-1545 Salvia sclarea L. Srbija pored puta,
1753 Vranje, Rujan planina, termofilno
selo Klenike hrastov Sibljak
N 42.22.40,44
E 21.53.09,23;
494 m

* Determinaciju je izvr$io dr Goran Anackov, vanredni profesor na Departmanu za biologiju i ekologiju

Prirodno-matematickog fakulteta u Novom Sadu.

Za ispitivanje alelopatskog potencijala vodenih rastvora S. montana, C.
menthifolium 1 S. sclarea koriS¢ene su sadnice paprike (Capsicum annuum L.)
sorte Anita, soje (Glycine max L.) sorte Viktorija 1 tri vrste korova: crna
pomoc¢nica (Solanum nigrum L.), tatula (Datura stramonium L.) 1 klasaca

(Bromus mollis L.).
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5.2. Aktivnost antioksidativnih enzima i sadriaj MDA
kod test-biljaka tretiranih vodenim rastvorom Satureja
montana L.

Satureja  montana L., rtanjski caj

(planinski ~ ¢ubar ili  vrijesak), je
viSegodiSnja zbunasta biljka, sa snaznim
vretenastim  korenom.  Grane  su
Cetvorouglaste do  skoro  okrugle,
prekrivene svetlo mrkom korom (Dikli¢,
1974). Cvetovi su bele, ruziaste ili
ljubiCaste boje. StaniSta ove vrste su u

pojasu od obale mora pa do 1200 m

nadmorske visine. Na  primorskim

Slika 25. Satureja montana L planinama neretko se nalaze lokaliteti i na

(http://davesgarden.com/euides/pfls ve¢im nadmorskim visinama (Mihajilov-

howimage/182473/) Krstev i sar., 2014).

Cela biljka upotrebljava se kao antiseptik, aromatik i1 karminativ
(Damjanovi¢-Vratnica i sar., 2011). Pozitivni efekti na ljudsko zdravlje povezani
su sa prisustvom etarskog ulja, koje je poznato kao prirodni antioksidant (Marin
1 sar., 2012), triterpena, flavonoida i ruzmarinske kiseline (Hassanein 1 sar.,
2014).

U vodenom rastvoru biljke S. montana, koriS€ene u istraZzivanju, HPLC
analizom utvrdeno je i1 kvantifikovano prisustvo sledecih jedinjenja: kafena
kiselina (78,17 ug/g), galna kiselina (15,36 ug/g), katehin (3,13 ng/g), kvercetin
(2,39 ng/g), p-kumarinska kiselina (1,59 png/g), 5-O-kafeoilhinska kiselina (1,36
ng/g) i ferulna kiselina (0,50 pg/g) (Suéur, 2015; Sudur i sar., 2015 a).

Kvantifikovana koliCina kafene kiseline, kao dominantne fenolne komponente,
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je u skladu sa literaturnim podacima za biljku S. montana poreklom iz
Portugalije (Gido 1 sar., 2009). U vodenom ekstraktu S. montana sa istog

podrucja, utvrdeno je prisustvo rutina 1 ruzmarinske kiseline (Gido i sar., 2012).

Aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu i korenu crne
pomocnice

Pracenjem aktivnosti antioksidativnih enzima u listu crne pomocnice
tretirane 0,1%-nim 1 0,2%-nim vodenim rastvorom S. montana zapazeno je da su
oba primenjena rastvora indukovala povecanu aktivnost enzima katalaze nakon
24-Casovnog tretmana 1 enzima superoksid-dismutaze nakon svih perioda
tretiranja. Vodeni rastvor S. montana primenjen u viSoj koncentraciji (0,2%)
doveo je do povecane aktivnosti gvajakol-peroksidaze nakon 72-¢asovnog i 120-
Casovnog tretmana, dok je u tretmanu blazim rastvorom (0,1%) gvajakol-
peroksidaza imala statisticki zna€ajno razliitu aktivnost u listovima tretiranih
biljaka crne pomoc¢nice u odnosu na aktivnost izmerenu u listovima kontrolne
grupe biljaka nakon 24-Casovnog tretmana. Porast aktivnosti pirogalol-
peroksidaze zabeleZzen je nakon 72-Casovnog tretmana 0,2%-nim vodenim
rastvorom S. montana dok je u tretmanu 0,1%-nim vodenim rastvorom bila
statisticki znacajno smanjena u odnosu na aktivnost izmerenu u kontrolnoj grupi
biljaka crne pomoc¢nice nakon 120-Casovnog tretmana. Poredenjem sadrzaja
malondialdehida u listovima biljaka crne pomoc¢nice tretiranth vodenim
rastvorom S. montana sa sadrzajem malondialdehida u listovima netretiranih
biljaka, primecuje se vec¢a akumulacija malondialdehida u listovima tretiranih
biljaka. Najveca razlika u sadrzaju malondialdehida zabeleZena je u listu crne
pomocnice tretirane 0,1%-nim vodenim rastvorom S. montana nakon 120-
Casovnog tretmana, kada je zabelezena 1 inhibicija aktivnosti pirogalol-

peroksidaze (Grafikon 1.) (Suéur, 2015; Suéur i sar., 2015 a).
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Grafikon 1. Uticaj vodenog rastvora S. montana (0,1% 1 0,2%) na aktivnost
antioksidativnih enzima 1 sadrzaj MDA u listu (a) 1 korenu (b) crne pomoc¢nice

(Suéur, 2015).
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Primena 0,1%-nog 1 0,2%-nog vodenog rastvora S. montana dovela je do
indukcije aktivnosti superoksid-dismutaze u korenu crne pomocnice nakon 24-
Casovnog tretmana. Najveci porast aktivnosti katalaze zabelezen je nakon 24-
casovnog tretmana 0,2%-nim vodenim rastvorom S. montana. Nasuprot tome,
inhibicija aktivnosti katalaze zabeleZzena je u tretmanu 0,1%-nim vodenim
rastvorom nakon 72-Casovnog tretmana. Inhibicija aktivnosti peroksidaza u
korenu crne pomoc¢nice uocena je nakon 120-Casovnog tretmana, s tim Sto je
aktivnost pirogalol-peroksidaze statisticki znacajno smanjena samo nakon
tretmana 0,2%-nim vodenim rastvorom. Najveca razlika u sadrzaju
malondialdehida u korenu tretiranith 1 netretiranih biljaka crne pomocénice
zabeleZena je nakon 120-Casovnog tretmana, kada je sadrzaj malondialdehida u
korenu tretiranih biljaka bio skoro dva puta veé¢i u poredenju sa sadrzajem
malondialdehida u korenu netretiranih biljaka (Grafikon 1.) (Suéur, 2015; Suéur

isar., 2015 a).

Aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu i korenu tatule

U listu tatule, tretman 0,1%-nim vodenim rastvorom S. montana nije
doveo do statisticki znacajnih promena aktivnosti enzima katalaze, dok je u listu
tatule izloZzene uticaju 0,2%-nog vodenog rastvora S. montana, doSlo do
inhibicije aktivnosti katalaze nakon 120-Casovnog tretmana. Statisticki znacajno
smanjenje aktivnosti superoksid-dismutaze zabelezeno je u listu tatule tretirane
0,1%-nim vodenim rastvorom nakon 72-asovnog tretmana. Aktivnosti enzima
gvajakol-peroksidaze 1 pirogalol-peroksidaze bile su statisticki znacajno veée u
listovima tatule tretirane 0,2%-nim vodenim rastvorom nakon 72-Casovnog
tretmana u odnosu na izmerenu aktivnost u listovima kontrolne grupe biljaka.
Nasuprot tome, 0,1%-ni vodeni rastvor nije imao uticaja na promenu
peroksidazne aktivnosti u prvih 72 h trajanja tretmana. Medutim, nakon 120-
casovnog tretmana, zabelezZen je statisticki znacajan porast aktivnosti pirogalol-

peroksidaze. Primenjeni vodeni rastvori S. montana nisu doveli do statisticki
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znadajne indukcije lipidne peroksidacije u listu tatule (Grafikon 2.) (Suéur,
2015; Suéur i sar., 2018).

U korenu tatule, aktivnost katalaze se pod uticajem 0,1%-nog vodenog
rastvora S. montana utrostrucila u odnosu na izmerenu aktivnost u korenu
kontrolne grupe biljaka, nakon 120-Casovnog tretmana, dok je pri tretmanu
0,2%-nim vodenim rastvorom bila Cetiri puta veca nakon istog vremenskog
perioda. Primenom blazeg ispitivanog vodenog rastvora S. montana (0,1%)
doslo je do porasta aktivnosti superoksid-dismutaze u korenu tatule nakon 24-
casovnog tretmana, dok se nakon 72-Casovnog i 120-Casovnog tretmana belezi
pad aktivnosti ovog enzima na vrednosti koje se nisu statisticki znacajno
razlikovale od izmerenih vrednosti u korenu kontrolne grupe biljaka. Nakon 24-
Casovnog tretmana 0,2%-nim rastvorom aktivnost superoksid-dismutaze je
statisticki znaCajno smanjena. Pad aktivnosti gvajakol-peroksidaze zabelezen je
nakon 24-Casovnog tretmana pod uticajem 0,2%-nog vodenog rastvora, dok je
tretman blazim rastvorom (0,1%) doveo do statisticki znacajno veée aktivnosti
gvajakol-peroksidaze nakon 120-¢asovnog tretmana. Primenjeni vodeni rastvori
S. montana uticali su na isti na¢in na aktivnost pirogalol-peroksidaze. Do
statisticki znacajne razlike doSlo je nakon 72-Casovnog tretmana, kada je
zabelezena inhibicija aktivnosti ovog enzima. Znacajan porast intenziteta lipidne
peroksidacije zabelezen je u korenu tatule tretirane 0,2%-nim vodenim
rastvorom S. montana nakon 24-¢asovnog tretmana, dok je u tratmanu blazim
primenjenim rastvorom (0,1%) do istog efekta doSlo nakon 72-Casovnog
tretmana. Medutim, nakon 120-Casovnog tretmana nije bilo statisti¢ki znacajne
razlike u sadrZzaju malondialdehida u korenu tretiranih i korenu kontrolnih

biljaka (Grafikon 2.) (Suéur, 2015; Suéur i sar., 2018).
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Grafikon 2. Uticaj vodenog rastvora S. montana (0,1% 1 0,2%) na aktivnost

antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu (a) i korenu (b) tatule (Sucur,

2015).
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Aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu i korenu klasace
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Grafikon 3. Uticaj vodenog rastvora S. montana (0,1% 1 0,2%) na aktivnost
antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu (a) i korenu (b) klasade (Sucur,

2015).
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Pod uticajem 0,1%-nog vodenog rastvora S. montana, zabelezen je porast
aktivnosti katalaze u listu klasac¢e, nakon 24-Casovnog tretmana, dok u tretmanu
0,2%-nim vodenim rastvorom nije doSlo do statisticki znaCajnih promena u
aktivnosti ovog enzima. Oba primenjena vodena rastvora S. montana (0,1% 1
0,2%) prouzrokovala su porast aktivnosti superoksid-dismutaze nakon 72-
Casovnog i 120-¢asovnog tretmana. Najveci porast aktivnosti zabeleZen je nakon
120-Casovnog tretmana 0,2%-nim vodenim rastvorom S. montana, kada je
izmerena skoro Cetiri puta veca aktivnost enzima superoksid-dismutaze u odnosu
na izmerenu aktivnost u listu kontrolne grupe biljaka. Statisticki znacajna
promena aktivnosti gvajakol-peroksidaze zabelezena je u tretmanu 0,2%-nim
vodenim rastvorom, nakon 72-Casovnog tretmana, kada je doSlo do porasta
aktivnosti. Statisticki znaCajna inhibicija aktivnosti pirogalol-peroksidaze
zabeleZena je nakon 24-Casovnog tretmana blazim rastvorom (0,1%). Sadrzaj
malondialdehida bio je statistiCki znacajno povean u tretiranim listovima
klasace u odnosu na izmereni sadrzaj malondialdehida u listovima kontrolne
grupe biljaka nakon 24-Casovnog i 72-Casovnog tretmana.
montana od listova. Aktivnosti superoksid-dismutaze i katalaze su se statisticki
znaCajno povecavale nakon 24-Casovnog i 72-Casovnog tretmana, naro¢ito u
tretmanu 0,1%-nim vodenim rastvorom S. montana. Izmerena aktivnost
superoksid-dismutaze je bila skoro osam puta veca u korenu tretiranih biljaka u
odnosu na aktivnost izmerenu u korenu kontrolne grupe biljaka nakon 72-
Casovnog tretmana. Nakon 120-Casovnog tretmana uocena je statisticki znacajna
inhibicija enzima pirogalol-peroksidaze, pri ¢emu je vecu inhibiciju izazvao
tretman 0,2%-nim vodenim rastvorom. Statisticki znacajna inhibicija aktivnosti
gvajakol-peroksidaze zabelezena je nakon 72-Casovnog tretmana, za oba
primenjena rastvora. Ni jedan od primenjenih vodenih rastvora S. montana nije
doveo do povecane akumulacije malondialdehida u korenu klasace (Grafikon 3.)

(Suc’ur, 2015; Suéur i sar., 2017 c).
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Aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu i korenu paprike
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Grafikon 4. Uticaj vodenog rastvora S. montana (0,1% 1 0,2%) na aktivnost

antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu (a) i korenu (b) paprike (Suéur,

2015).
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Indukcija aktivnosti katalaze registrovana je u listovima paprike izlozenih
uticaju oba primenjena vodena rastvora S. montana (0,1% 1 0,2%) tokom
celokupnog trajanja eksperimentalnog perioda. Najveéi porast aktivnosti
katalaze zabelezen je u listovima paprike koji su bili izloZeni uticaju 0,2%-nog
vodenog rastvora S. montana nakon 72-Casovnog tretmana. U listovima
tretiranih biljaka paprike doslo je do inhibicije aktivnosti superoksid-dismutaze i
gvajakol-peroksidaze nakon 24-Casovnog tretmana, kako u tretmanu 0,1%-nim
vodenim rastvorom tako i u tretmanu 0,2%-nim vodenim rastvorom. Nasuprot
tome, nakon 120-Casovnog tretmana nema statisticki znaCajne razlike u
aktivnosti gvajakol-peroksidaze izmerene u listovima eksperimentalnih grupa 1
aktivnosti izmerene u listovima kontrolnih biljaka, dok je nakon istog
vremenskog perioda aktivnost superoksid-dismutaze statisticki znacajno veca u
listovima tretiranih biljaka u poredenju sa biljkama kontrolne grupe.

Tretman 0,2%-nim vodenim rastvorom S. montana doveo je do statisticki
znaCajnog smanjenja aktivnosti pirogalol-peroksidaze u odnosu na izmerenu
aktivnost ovog enzima u kontrolnoj grupi biljaka nakon 120-asovnog tretmana,
dok je u tretmanu 0,1%-nim vodenim rastvorom aktivnost pirogalol-peroksidaze
imala vrednosti koje se statisticki znacajno nisu razlikovale od izmerenih
vrednosti u kontrolnoj grupi biljaka. Ni jedan od primenjenih vodenih rastvora S.
montana nije doveo do povecane akumulacije malondialdehida u listovima
paprike. U korenu tretiranih biljaka paprike zabelezeno je smanjenje aktivnosti
katalaze 1 pirogalol-peroksidaze nakon 24-asovnog i 72-Casovnog tretmana.
Aktivnost enzima superoksid-dismutaze povecavala se sa duzinom trajanja
eksperimenta, pri ¢emu je najve¢i porast zabelezen u tretmanu 0,2%-nim
vodenim rastvorom nakon 120-Casovnog tretmana. Sadrzaj izmerenog
malondialdehida povefao se samo u korenu paprike tretirane 0,1%-nim
vodenim rastvorom S. montana nakon 120-Casovnog tretmana, dok se nakon
tretmana 0,2%-nim rastvorom nije statisticki znacajno razlikovao izmedu
eksperimentalnih grupa i kontrolnih biljaka (Grafikon 4.) (Suéur, 2015; Suéur i
sar., 2015 a).

56



Sekundarni biomolekuli u alelopatiji

Aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu i korenu soje

U listovima soje, pod uticajem vodenog rastvora S. montana, nije doslo do
statisticki znaCajnih promena u aktivnosti katalaze. Aktivnost superoksid-
dismutaze bila je statisticki znacajno veca u svim tretiranim listovima soje u
poredenju sa izmerenim vrednostima u listovima kontrolne grupe biljaka.
Inhibicija aktivnosti pirogalol-peroksidaze zabelezena je nakon 72-Casovnog
tretmana. Statisticki znaCajne promene u aktivnosti gvajakol-peroksidaze
zabelezene su nakon 72-Casovnog tretmana 0,2%-nim rastvorom, kada je
zabeleZzen porast aktivnosti ovog enzima. Isti efekat je postignut u tretmanu
blazim rastvorom (0,1%), nakon 120-Casovnog tretmana. Najve¢a akumulacija
malondialdehida izmerena je nakon 72-Casovnog tretmana 0,2%-nim vodenim
rastvorom.
montana. Nakon tretmana do$lo je do indukcije aktivnosti superoksid-dismutaze.
U korenu biljaka tretiranih vodenim rastvorom S. montana izmerena je Cetiri
puta veca aktivnost ovog enzima u odnosu na izmerenu aktivnost u korenu
biljaka kontrolne grupe nakon 72-Casovnog tretmana. Najveci porast aktivnosti
katalaze zabelezen je nakon 72-Casovnog tretmana pri tretmanima oba
primenjena rastvora (0,1% 1 0,2%), gde je izmerena tri puta veca aktivnost u
odnosu na izmerene vrednosti u kontrolnoj grupi biljaka. Aktivnost gvajakol-
peroksidaze 1 pirogalol-peroksidaze se nakon 24-Casovnog tretmana nije
statistiCki zna€ajno razlikovala u korenu tretiranih i kontrolnih biljaka. Nakon
120-Casovnog tretmana uoceno je statistiCki znacajno smanjenje aktivnosti
enzima pirogalol-peroksidaze i gvajakol-peroksidaze, pri ¢emu je u tretmanu
0,2%-nim vodenim rastvorom zabelezena znacajnija inhibicija. Primenjeni
vodeni rastvori S. montana nisu doveli do povecane akumulacije

malondialdehida u korenu soje (Grafikon 5.) (Suéur, 2015; Suéur i sar., 2016 c).
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Grafikon 5. Uticaj vodenog rastvora S. montana (0,1% 1 0,2%) na aktivnost
antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu (a) i korenu (b) soje (Sucur,

2015).
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Na osnovu prikazanih rezultata alelopatskog potencijala vodenih rastvora
S. montana primeceno je da su primenjeni rastvori (0,1% 1 0,2%) razli¢ito uticali
na intenzitet lipidne peroksidacije u listu 1 korenu tretiranih biljaka. U korenu
gajenih biljaka, u tretmanima 0,1%-nim vodenim rastvorom, zabeleZen je veci
sadrZzaj malondialdehida, dok u tretmanima 0,2%-nim vodenim rastvorom nije
dolazilo do statisti¢ki znacajnih promena u koli¢ini izmerenog malondialdehida.
U korenu crne pomocnice i tatule oba primenjena rastvora dovela su do
akumulacije malondialdehida nakon 72-Casovnog tretmana, pri ¢emu je veci
sadrzaj akumuliran u korenu tatule, Sto je ukazivalo na manju otpornost korova
tatule prema vodenom rastvoru S. montana u poredenju sa crnom pomocnicom.
Veci intenzitet lipidne peroksidacije zabeleZen je u korenu tatule nego u listu, Sto
se objasnjava direktnom izloZenosti korena uticaju alelohemikalija prisutnim u
rastvoru (Sunmonu i Van Staden, 2014). To je razlog zbog kog je koren
ispitivanih biljaka ispoljavao vecu osetljivost prema alelohemikalijama od
listova (Omezzine i sar., 2014). Pokazano je da koren korova klasace ispoljava

vecu rezistentnost prema vodenom rastvoru S. montana od druga dva korova.

Pracenjem sadrzaja malondialdehida tokom vremena trajanja
eksperimenta, uoceno je da je sadrzaj malondialdehida u listu 1 korenu crne
pomocnice 1 tatule najve¢i nakon 72-Casovnog tretmana, dok je kod klasace 1
gajenth  kultura najve¢i sadrzaj malondialdehida izmeren na kraju
eksperimentalnog perioda, nakon 120-Casovog tretmana. Dobijeni rezultati su
ukazivali da korovi crna pomoc¢nica 1 tatula vremenom postaju otporni prema
stresu koji je izazivao primenjeni rastvor S. montana u prvih 72 h trajanja

eksperimenta (Grafikon 6.).
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Grafikon 6. Promena sadrzaja MDA tokom vremena nakon tretmana vodenim
rastvorom S. montana u listu (a) 1 korenu (b) crne pomo¢nice, listu (c) 1 korenu
(d) tatule, listu (e) 1 korenu (f) klasace, listu (g) 1 korenu (h) paprike, listu (1) 1

korenu (j) soje.
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5.3. Aktivnost antioksidativnih enzima i sadriaj MDA
kod test-biljaka tretiranih vodenim rastvorom Salvia sclarea
L.

Salvia sclarea L., kadulja ili muskatna
zalfija, je viSegodiSnja zeljasta biljka. Ima
snazan vretenast koren (Kisgeci, 2002),
Stabljika je uspravna i ¢vrsta. Listovi su
veliki, rasporedeni duz sabljike u 3-5
parova, prekriveni Zzlezdastim dlakama.
Cvetovi su plave, bele ili roze boje
(Dzami¢ 1 sar., 2008). Poreklom je iz

juzne Evrope 1 gaji se Sirom sveta,

posebno u regionu Mediterana i Centralne

Evrope (Hudaib 1 sar., 2001). Raste

Slika 26. Salvia sclarea L. pretezno na suvim, §ljunkovitim terenima

(http://davesgarden.com/guides/pf/ (Kisgeci, 2002).
showimage/141689/)

Medicinski 1 privredni znacaj potice od etarskog ulja (Kuzma i sar., 2007).
Kao mirisna komponenta ulazi u sastav mnogobrojnih kozmetickih preparata
(Kisgeci, 2002). Upotrebljava se kao antidepresiv, antiseptik, antispazmodik 1
karminativ (Dzami¢ i sar., 2008). Pokazuje antimikrobno (Giilgin i sar., 2004) i
larvicidno dejstvo protiv komaraca (Dzami€ i sar., 2008).

U vodenom rastvoru biljke S. sclarea, koriS€ene u istrazivanju, HPLC
analizom utvrdeno je prisustvo sledecih jedinjenja: kafena kiselina (65,78 ug/g),
kemferol (40,79 ug/g), trans-cimetna kiselina (5,27 ng/g), galna kiselina (3,13
ng/g), kvercetin (1,36 pg/g) 1 p-kumarinska kiselina (0,26 pg/g). Zapazeno je da
je kao 1 kod vodenog rastvora S. montana, i u vodenom rastvoru S. sclarea od
kvantifikovanih jedinjenja dominantna komponenta kafena kiselina (Sucur,

2015).
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Aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu i korenu crne
pomocnice

U listu crne pomo¢énice, izlozene uticaju 0,1%-nog vodenog rastvora S.
sclarea, doSlo je do statisticki znacajnog povecanja aktivnosti katalaze, koja je
nakon 24-¢asovnog tretmana bila Cetiri puta veca u listovima tretiranih biljaka u
poredenju sa izmerenim vrednostima u listovima kontrolne grupe biljaka. U
listovima biljaka tretiranim 0,2%-nim vodenim rastvorom S. sclarea uocena je
dva puta veca aktivnost katalaze nakon 24-Casovnog tretmana. lako je zapazen
pad aktivnosti superoksid-dismutaze nakon 24-Casovnog 1 72-Casovnog
tretmana, nakon 120-¢asovnog tretmana je izmerena veca aktivost u listovima
tretiranih biljaka u poredenju sa kontrolnom grupom. Statisticki zna€ajan porast
aktivnosti gvajakol-peroksidaze 1 pirogalol-peroksidaze detektovan je u
listovima crne pomoc¢nice tretiranim 0,1%-nim vodenim rastvorom S. sclarea
nakon 24-Casovnog tretmana, dok je u tretmanu 0,2%-nim vodenim rastvorom
najveca aktivnost peroksidaza uocCena nakon 72-Casovnog tretmana. Najveca
akumulacija malondialdehida u listovima crne pomoc¢nice zabeleZena je nakon
24-Casovnog tretmana 0,1%-nim vodenim rastvorom S. sclarea.

U korenu crne pomoc¢nice statisticki znacajan porast aktivnosti enzima
katalaze zabeleZzen je nakon 24-Casovnog i 72-Casovnog tretmana 0,2%-nim
vodenim rastvorom S. sclarea. Obe primenjene koncentracije vodenog rastvora
(0,1% 1 0,2%) indukovale su tri puta vecu aktivnost superoksid-dismutaze u
korenu crne pomocnice nakon 120-Casovnog tretmana. Aktivnost enzima
gvajakol-peroksidaze i pirogalol-peroksidaze opadala je sa duzinom trajanja
eksperimenta, tako da se statisticki znacajna inhibicija aktivnosti gvajakol-
peroksidaze 1 pirogalol-peroksidaze uocavala nakon 120-¢asovnog tretmana, pri
cemu je tretman 0,1%-nim vodenim rastvorom S. sclarea izazivao vecu
inhibiciju. Ve¢i sadrzaj malondialdehida zabelezen je u korenu nego u listovima.
Najveca razlika u sadrzaju malondialdehida u korenu tretiranih 1 netretiranih
biljaka bila je nakon 120-Casovnog tretmana 0,1%-nim vodenim rastvorom S.

sclarea (Grafikon 7.) (Suéur, 2015; Suéur i sar., 2015 b).
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Grafikon 7. Uticaj vodenog rastvora S. sclarea (0,1% 1 0,2%) na aktivnost

antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu (a) 1 korenu (b) crne pomoc¢nice

(Suéur, 2015).
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Aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu i korenu tatule
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Grafikon 8. Uticaj vodenog rastvora S. sclatea (0,1% 1 0,2%) na aktivnost

antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu (a) i korenu (b) tatule (Sucur,

2015).

65



Sekundarni biomolekuli u alelopatiji

Pod uticajem vodenog rastvora S. sclarea doSlo je do inhibicije aktivnosti
enzima superoksid-dismutaze u listovima tatule pri oba primenjena rastvora
(0,1% 1 0,2%) nakon 72-Casovnog tretmana. Nasuprot tome, primenjeni vodeni
rastvori S. sclarea uticali su na povecanu aktivnost peroksidaza u listovima
tatule. Statisticki znacajno povecanje aktivnosti  gvajakol-peroksidaze
detektovano je u tretmanima oba primenjena rastvora nakon 72-Casovnog
tretmana, dok je na povecanu aktivnost pirogalol-peroksidaze uticao 0,1%-ni
vodeni rastvor nakon 24-Casovnog tretmana. Ni jedan od primenjenih vodenih
rastvora S. sclarea nije imao uticaja na aktivnost katalaze u listu tatule, kao ni na
indukciju lipidne peroksidacije. Naprotiv, nakon 24-¢asovnog 1 72-Casovnog
tretmana zabeleZzen je manji sadrzaj malondialdehida u listovima tretiranih
biljaka u poredenju sa izmerenim sadrzajem malondialdehida u listovima
kontrolne grupe biljaka.

U korenu tatule, aktivnost katalaze se povecala pod uticajem 0,1%-nog
vodenog rastvora S. sclarea nakon 120-Casovnog tretmana, dok se u tretmanu
0,2%-nim vodenim rastvorom nije zna¢ajno razlikovala od izmerenih vrednosti
u kontrolnoj grupi nakon istog vremenskog perioda. Kako u listovima, tako je i u
korenu tatule doslo do inhibicije aktivnosti superoksid-dismutaze u tretmanima
oba primenjena rastvora. Pad aktivnosti zabelezen je i za pirogalol-peroksidazu.
Pod uticajem 0,2%-nog vodenog rastvora S. sclarea aktivnost pirogalol-
peroksidaze je bila niza u tretiranim biljkama sve vreme tokom trajanja
eksperimenta, dok je u tretmanu 0,1%-nim vodenim rastvorom najveca inhibicija
postignuta nakon 72-Casovnog tretmana. Na aktivnost gvajakol-peroksidaze
uticala su oba primenjena rastvora. Do statisticki znaCajne razlike izmedu
tretmana i kontrole doslo je nakon 120-¢asovnog tretmana, kada je zabeleZena
inhibicija aktivnosti ovog enzima u tretiranim biljkama. Znacajno povecanje
intenziteta lipidne peroksidacije zabelezeno je u korenu tatule nakon 24-
Casovnog tretmana. Nakon 72-asovnog tretmana nisu uoCene statisticki
znaCajne razlike u sadrZzaju malondialdehida izmerenih u korenu tretiranih 1

kontrolnih biljaka (Grafikon 8.) (Suéur i sar., 2016 a).
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Aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu i korenu klasace

Blazi vodeni rastvor S. sclarea (0,1%) doveo je do povecane aktivnosti
enzima katalaze u listovima klasac¢e nakon 120-¢asovnog tretmana, dok 0,2%-ni
rastvor nije uticao na aktivnost pomenutog enzima. Oba primenjena rastvora
indukovala su povecanje aktivnosti superoksid-dismutaze u listovima tretiranih
biljaka nakon 72-Casovnog i1 120-Casovnog tretmana. Tretman 0,2%-nim
vodenim rastvorom S. sclarea prouzrokovao je indukciju aktivnosti gvajakol-
peroksidaze nakon 72-¢asovnog tretmana. Ni jedan od primenjenih rastvora nije
imao znacajan uticaj na aktivnost pirogalol-peroksidaze u listovima klasace. Pri
tretmanu 0,1%-nim vodenim rastvorom S. sclarea u listovima je zabelezen veci
sadrZaj malondialdehida nakon 24-Casovnog i1 72-Casovnog tretmana, u odnosu
na izmereni sadrzaj malondialdehida u netretiranim biljkama. U tretmanu 0,2%-
nim vodenim rastvorom, razlika u sadrzaju malondialdehida u listovima
tretiranih 1 netretiranih biljaka povecavala se sa vremenom, najvec¢i sadrzaj je
zabeleZzen nakon 120-Casovnog tretmana. Aktivnost katalaze u korenu klasace
povecavala se u prvih 72 h trajanja eksperimenta, nakon 72-Casovnog tretmana
je zabelezena maksimalna aktivnost. U tretmanu blazim rastvorom (0,1%)
aktivnost katalaze bila je tri puta ve¢a u poredenju sa onom izmerenom kod
kontrolne grupe biljaka, dok je pod uticajem 0,2%-nog vodenog rastvora
izmerena pet puta veCa aktivnost. Nakon 72-Casovnog tretmana doSlo je do
smanjenja aktivnosti ovog enzima. Povecanje aktivnosti superoksid-dismutaze u
korenu klasaCe zabeleZeno je nakon 72-Casovnog i 120-Casovnog tratmana za
oba primenjena vodena rastvora. Maksimalna aktivnost gvajakol-peroksidaze i
pirogalol-peroksidaze u korenu klasace tretiranim 0,1%-nim vodenim rastvorom
S. sclarea zabeleZena je nakon 120-Casovnog tretmana. Povecana aktivnost
gvajakol-peroksidaze 1 pirogalol-peroksidaze uocCena je nakon 72-Casovnog
tretmana 0,2%-nim vodenim rastvorom S. sclarea. Povecana aktivnost gvajakol-
peroksidaze se odrzala i nakon 120-Casovnog tretmana, dok se aktivnost
pirogalol-peroksidaze nakon istog vremenskog perioda nije statisticki zna¢ajno

razlikovala od izmerene aktivnosti u kontrolnoj grupi. Ni jedan od primenjenih
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vodenih

rastvora S. sclarea nije doveo

do

povecane

akumulacije

malondialdehida (Grafikon 9.) (Suéur i sar., 2016 b; Suéur i sar., 2019).
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Grafikon 9. Uticaj vodenog rastvora S. sclarea (0,1% 1 0,2%) na aktivnost

antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu (a) i korenu (b) klasage (Sucur,

2015).
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Aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu i korenu paprike
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Grafikon 10. Uticaj vodenog rastvora S. montana (0,1% 1 0,2%) na aktivnost

antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu (a) i korenu (b) paprike (Suéur,

2015).

69




Sekundarni biomolekuli u alelopatiji

Pod uticajem 0,2%-nog vodenog rastvora S. sclarea aktivnost katalaze se
statisticki znacajno povecala nakon 24-Casovnog tretmana u odnosu na aktivnost
izmerenu u kontrolnoj grupi biljaka, nakon Cega je aktivnost opadala do
vrednosti jednakih onim izmerenim u listovima kontrolne grupe biljaka. Tretman
0,1%-nim vodenim rastvorom nije uticao na promenu aktivnosti superoksid-
dismutaze u listovima paprike, dok je tretman 0,2%-nim vodenim rastvorom
doveo do inhibicije aktivnosti superoksid-dismutaze. Smanjenje aktivnosti
gvajakol-peroksidaze i1 pirogalol-peroksidaze primeceno je u listovima paprike
pod uticajem obe primenjene koncentracije vodenog rastvora S. sclarea. Sadrzaj
izmerenog malondialdehida povecao se u listovima paprike tretirane 0,2%-nim
vodenim rastvorom S. sclarea nakon 24-Casovnog 1 72-Casovnog tretmana, dok
je nakon 120-Casovnog tretmana zabeleZen manji sadrzaj malondialdehida u
tretiranim biljkama u odnosu na izmerene vrednosti u listovima kontrolne grupe
biljaka za obe primenjene koncentracije. U korenu biljaka paprike tretiranih
vodenim rastvorima S. sclarea doSlo je do smanjenja aktivnosti katalaze,
superoksid-dismutaze, gvajakol-peroksidaze 1 pirogalol-peroksidaze nakon 120-
¢asovnog tretmana, kao i sadrzaja malondialdehida (Grafikon 10.) (Suéur i sar.,

2015 b).

Aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu i korenu soje

JaCi primenjeni vodeni rastvor S. sclarea (0,2%) doveo je do inhibicije
aktivnosti enzima katalaze u listovima soje nakon 120-Casovnog tretmana, dok
blazi primenjeni rastvor (0,1%) nije ispoljio uticaj na katalaznu aktivnost. Oba
primenjena rastvora (0,1% 1 0,2%) indukovala su povecanu aktivnost
superoksid-dismutaze u listovima tretiranih biljaka. Tretman 0,1%-nim vodenim
rastvorom S. sclarea izazvao je statisticki znaCajan porast aktivnosti gvajakol-
peroksidaze nakon 72-Casovnog i 120-Casovnog tretmana. Primenjeni vodeni

rastvori S. sclarea nisu doveli do statisticki znaCajne promene aktivnost
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pirogalol-peroksidaze. Pri tretmanu 0,1%-nim vodenim rastvorom S. sclarea u
listovima soje zabelezen je statisticki znacajno veci sadrzaj malondialdehida u
odnosu na izmeren sadrzaj malondialdehida u listovima kontrolne grupe biljaka.
Razlika u sadrzaju malondialdehida u listovima tretiranih i netretiranih biljaka
bila je najveca nakon 24-Casovnog tretmana, nakon Cega je opadala. U korenu
soje zabelezeno je povecanje aktivnosti katalaze nakon 72-Casovnog tretmana za
oba primenjena rastvora, dok se nakon 120-asovnog tretmana nije statisticki
znacajno razlikovala od izmerene aktivnosti u korenu kontrolnih biljaka. Oba
primenjena rastvora dovela su do povecanja aktivnosti superoksid-dismutaze u
korenu soje nakon 72-asovnog tretmana. Nasuprot tome, nakon 120-¢asovnog
tretmana zabelezen je pad aktivnosti gvajakol-peroksidaze 1 pirogalol-
peroksidaze, kao i sadrzaja malondialdehida u odnosu na kontrolnu grupu biljaka

(Grafikon 11.) (Suéur i sar., 2016 a).

Uporedivanjem efekata vodenih rastvora S. sclarea na sadrzaj
malondialdehida u listovima 1 korenu tretiranih biljaka, uocavao se povecan
sadrzaj malondialdehida nakon 120-Casovnog tretmana jedino u listovima i
korenu crne pomocénice. Preostale Cetiri tretirane biljke pokazale su vecu
otpornost prema vodenom rastvoru S. sclarea na promenu sadrzaja
malondialdehida, iako je 1 kod njih uocena promena aktivnosti antioksidativnih
enzima. Dobijeni rezultati su potvrdili da su razliite biljne vrste razliCito

osetljive na ispitivane rastvore tj. na alelohemikalije prisutne u njima.

Pra¢enjem sadrzaja malondialdehida tokom vremena trajanja
eksperimenta, uocavalo se da je sadrzaj malondialdehida u listu 1 korenu crne
pomoc¢nice, tatule 1 paprike najve¢i nakon 72-Casovnog tretmana, dok je kod
klasate 1 soje najve¢i sadrzaj malondialdehida izmeren na kraju

eksperimentalnog perioda, tj. nakon 120-Casovnog tretmana (Grafikon 12).
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Grafikon 11. Uticaj vodenog rastvora S. sclarea (0,1% 1 0,2%) na aktivnost

antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu (a) i korenu (b) soje (Sucur,

2015).
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Grafikon 12. Promena sadrzaja MDA tokom vremena nakon tretmana vodenim
rastvorom S. sclarea u listu (a) 1 korenu (b) crne pomoc¢nice, listu (c) 1 korenu
(d) tatule, listu (e) 1 korenu (f) klasace, listu (g) 1 korenu (h) paprike, listu (1) 1

korenu (j) soje.
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5.4. Aktivnost antioksidativnih enzima i sadriaj MDA
kod test-biljaka tretiranih vodenim rastvorom Clinopodium

menthifolium Host.

Slika 27. Clinopodium

menthifolium Host
(http://www.biolib.cz/en/image/id

195032/)

Clinopodium  menthifolium Host
pripada rodu Clinopodium, koji je u
zemljama Evrope, juZne 1 istone Azije
zastupljen sa oko 10 vrsta. U nasoj flori
zastupljena je samo jedna vrsta (Sili¢,
1979). Vrste roda Clinopodium su
viSegodiSnje biljke, sa dobro razvijenim
korenom 1 listovima ovalnog oblika.
Cvetovi su smesSteni u pazuhu listova pri
vrhu stabljike (Sili¢, 1979). Poseduju
antioksidativnu 1 antimikrobnu aktivnost

(Slavkovska 1 sar., 2013).

U vodenom rastvoru biljke C. menthifolium, koriS¢ene u istrazivanju,

HPLC analizom identifikovane su slede¢e komponente: galna kiselina (15,99
ug/g), kafena kiselina (13,87 ug/g), 2-hidroksicimetna kiselina (13,54 pg/g), 5-
O-kafeoilhinska kiselina (12,00 pg/g), trans-cimetna kiselina (2,17 ng/g),
kemferol (2,25 pg/g), kvercetin (2,39 pg/g) i p-kumarinska kiselina (1,46 pg/g)

(Suéur, 2015; Suéur i sar., 2017 a).
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Aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA wu listu i korenu crne
pomocnice

Primenjeni vodeni rastvori C. menthifolium (0,1% 1 0,2%) prouzrokovali
su indukciju aktivnosti enzima katalaze i superoksid-dismutaze u listovima crne
pomoc¢nice, pri ¢emu je najveCa razlika u aktivnosti izmedu tretiranih i
netretiranih biljaka izmerena nakon 120-Casovnog tretmana. Nakon tretmana
0,1%-nim vodenim rastvorom C. menthifolium zabeleZen je statisticki znacajan
porast aktivnosti enzima gvajakol-peroksidaze i pirogalol-peroksidaze, pri cemu
je najveca razlika u aktivnosti izmedu tretiranih i kontrolnih biljaka zabelezena
nakon 120-¢asovnog tretmana. U prvih 72 h trajanja tretmana zabeleZen je
statisticki znaCajan porast aktivnosti gvajakol-peroksidaze u listovima crne
pomocnice tretirane 0,2%-nim vodenim rastvorom, nakon ¢ega je zabelezen pad
peroksidazne aktivnosti. Intenzitet lipidne peroksidacije je bio statisticki
znacajno vecCi u listovima tretiranih biljaka u poredenju sa izmerenim
vrednostima u kontrolnoj grupi biljaka u svim tretmanima. Najve¢i sadrzaj
malondialdehida je izmeren u listovima crne pomoc¢nice tretirane 0,1%-nim
vodenim rastvorom, nakon 120-Casovnog tretmana.

Do statisticki znafajnog porasta aktivnosti katalaze u korenu crne
pomoc¢nice dovodila su oba ispitivana rastvora C. menthifolium. Oba rastvora
inhibirala su aktivnost superoksid-dismutaze nakon 24-asovnog tretmana, dok
je nakon 120-Casovnog tretmana izmerena aktivnost u listovima tretiranih biljaka
crne pomocnice bila ve¢a u odnosu na izmerenu aktivnost u kontrolnoj grupi
biljaka. Pad aktivnosti zabelezen je i za gvajakol-peroksidazu nakon 120-
Casovne izloZenosti korena uticaju 0,1%-nog vodenog rastvora, dok 0,2%-ni
vodeni rastvor C. menthifolium nije doveo do statisticki znafajne promene
aktivnosti gvajakol-peroksidaze. Statisticki znacajan porast aktivnosti pirogalol-
peroksidaze u tretmanu 0,1%-nim vodenim rastvorom zabelezen je nakon 72-
casovnog tretmana, dok je tretman 0,2%-nim vodenim rastvorom doveo do
statisticki znaCajno vece aktivnosti pirogalol-peroksidaze nakon 120-Casovnog

tretmana. Znacajniji porast intenziteta lipidne peroksidacije zabelezen je u
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korenu biljaka crne pomoc¢nice tretiranih vodenim rastvorom C. menthifolium

nakon 120-&asovnog tretmana (Grafikon 13.) (Suéur i sar., 2017 a).
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Grafikon 13. Uticaj vodenog rastvora C. menthifolium (0,1% 1 0,2%) na

aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu (a) i korenu (b) crne

pomoénice (Suéur, 2015).
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Aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu i korenu tatule

Na statisticki znacajno povecanje aktivnosti superoksid-dismutaze u
listovima tatule imala je uticaj 0,1%-na koncentracija vodenog rastvora C.
menthifolium. Nasuprot tome, isti rastvor prouzrokovao je inhibiciju aktivnosti
katalaze. Tretman 0,2%-nim vodenim rastvorom nije imao uticaj na aktivnost
enzima superoksid-dismutaze nakon 120-Casovnog tretmana, dok je nakon istog
vremenskog perioda zabelezena statisticki znaCajna inhibicija aktivnosti
katalaze. Ni jedan od primenjenih vodenih rastvora C. menthifolium nije doveo
do povecane akumulacije malondialdehida u listovima tatule. U korenu tatule,
primenjeni vodeni rastvori C. menthifolium indukovali su povecanu aktivnost
enzima katalaze, koja je bila skoro Cetiri puta ve¢a u korenu tretiranih biljaka u
poredenju sa izmerenim vrednostima u korenu kontrolne grupe. Zabelezena je i
dva puta veca aktivnost superoksid-dismutaze u korenu tretiranog korova nakon
72-Casovnog tretmana. Primena 0,1%-nog vodenog rastvora C. menthifolium
dovela je do statisticki znacajne modulacije aktivnosti peroksidaza. Nakon 24-
Casovnog tzretmana izmerena aktivnost oba enzima (gvajakol-peroksidaze 1
pirogalol-peroksidaze) je bila manja u korenu tretiranih biljaka u odnosu na
kontrolu, dok je nakon 120-Casovnog tretmana zabeleZen statisticki znacajan
porast aktivnosti gvajakol-peroksidaze 1 pirogalol-peroksidaze u korenu
tretiranih biljaka. Vodeni rastvor C. menthifolium koncentracije 0,2% je doveo
do povecanja aktivnosti gvajakol-peroksidaze i pirogalol-peroksidaze nakon 24-
casovnog tretmana, nakon ¢ega je zabelezen pad aktivnosti. Tako da se izmerene
vrednosti za aktivnost gvajakol-peroksidaze u korenu tretiranih biljaka nisu
razlikovale od vrednosti izmerenih u korenu kontrolne grupe biljaka nakon 120-
Casovnog tretmana, dok je za pirogalol-peroksidazu detektovana manja aktivnost
primenjenih vodenih rastvora C. menthifolium po izmerenom sadrzaju
malondialdehida u odnosu na listove. U korenu tretiranih biljaka je zabeleZena
veca akumulacija malondialdehida u poredenju sa sadrZzajem malondialdehida u

korenu netretranih biljaka nakon 72-¢asovnog i 120-Casovnog tretmana, dok u
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listovima nije doslo do statisticki znacajnih promena u sadrzaju malondialdehida

(Grafikon 14.) (Suéur i sar., 2016 a).
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Grafikon 14. Uticaj vodenog rastvora C. menthifolium (0,1% 1 0,2%) na

aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu (a) i korenu (b) tatule

(Suéur, 2015).
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Aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu i korenu klasace

U listovima klasace, pod uticajem 0,1%-nog vodenog rastvora C.
menthifolium nije doSlo do statisticki znacajnih promena u aktivnosti katalaze.
Tretman 0,2%-nim vodenim rastvorom C. menthifolium je doveo do statisticki
znacajne indukcije ovog enzima nakon 120-Casovnog tretmana. Aktivnost
superoksid-dismutaze je bila ve¢a u listovima tretiranih biljaka posle 72 h
izlozenosti uticaju rastvora, pri ¢emu je najveca akivnost zabelezena u tretmanu
0,2%-nim vodenim rastvorom C. menthifolium nakon 120-Casovnog tretmana.
Tretman obe primenjene koncentracije vodenog rastvora C. menthifolium (0,1%
1 0,2%) izazvao je statisticki znaCajan porast aktivnosti gvajakol-peroksidaze u
listovima  klasate nakon  72-Casovnog tretmana. Tokom  ¢itavog
eksperimentalnog perioda aktivnost pirogalol-peroksidaze je bila ujednacena
izmedu eksperimentalnih grupa. Jedino povecanje aktivnosti ovog enzima
izmereno je nakon 120-Casovnog tretmana vecom primenjenom koncentracijom
vodenog rastvora C. menthifolium (0,2%). Do akumulacije malondialdehida
doslo je nakon 72-Casovnog tretmana, medutim, nakon 120-Casovnog tretmana
nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u sadrzaju malondialdehida izmedu tretiranih
1 kontrolnih biljaka.

U korenu klasace statisticki znacajan porast aktivnosti katalaze zabelezen
je nakon 72-Casovnog tretmana za oba primenjena rastvora, kada je izmerena
Sest puta veca aktivnost. Pra¢enjem aktivnosti superoksid-dismutaze uocava se
porast aktivnosti tokom vremena trajanja eksperimenta u tretmanu niZim
vodenim rastvorom C. menthifolium (0,1%), tako da je najveca aktivnost ovog
enzima zabeleZena nakon 120-Casovnog tretmana. Nasuprot tome u tretmanu
0,2%-nim vodenim rastvorom najveca aktivnost superoksid-dismutaze izmerena
je nakon 72-Casovnog tretmana, nakon Cega je zabelezen pad superoksidazne
aktivnosti, tako da se aktivnost superoksid-dismutaze nije statistiCki znacajno
razlikovala od izmerenih vrednosti u kontroli nakon 120-Casovnog tretmana.
Inhibicija aktivnosti zabelezena je 1 za gvajakol-peroksidazu za oba vodena

rastvora
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Grafikon 15. Uticaj vodenog rastvora C. menthifolium (0,1% 1 0,2%) na

aktivnost antioksidativnih enzima 1 sadrzaj MDA u listu (a) 1 korenu (b) klasace

(Suéur, 2015).
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Na aktivnost pirogalol-peroksidaze ve¢i uticaj je imao 0,2%-ni vodeni
rastvor koji je doveo do inhibicije aktivnosti pomenutog enzima nakon 120-

gasovnog tretmana (Grafikon 15.) (Suéur i sar., 2019).

Aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu i korenu paprike

Pod uticajem vodenih rastvora C. menthifolium aktivnost katalaze se
statisticki znacajno povecala u listovima 1 korenu paprike nakon 120-Casovnog
tretmana, pri ¢emu je 0,2%-ni vodeni rastvor doveo do veceg povecanja
aktivnosti ovog enzima antioksidativne zaStite. Ista promena aktivnosti
zabelezena je i za superoksid-dismutazu u listovima paprike, dok je u korenu
doslo do inhibicije superoksidazne aktivnosti nakon 120-Casovnog tretmana.
Inhibicija aktivnosti gvajakol- i pirogalol-peroksidaze je izmerena u listovima
paprike nakon 24-Casovnog tretmana pod uticajem oba ispitivana vodena
rastvora. Medutim, nakon 120-¢asovno tretmana zabeleZen je statisticki zna¢ajan
porast aktivnosti ovih enzima. Sadrzaj izmerenog malondialdehida povecao se u
listovima paprike tretirane 0,2%-nim vodenim rastvorom C. menthifolium nakon
72-¢asovnog i 120-¢asovnog tretmana, dok u tretmanu blazim rastvorom (0,1%)
nije doslo da statisti¢ki znacajne promene u sadrzaju malondialdehida.

U korenu paprike tretirane 0,1%-nim vodenim rastvorom C. menthifolium,
zabeleZen je pad aktivnosti enzima gvajakol- 1 pirogalol-peroksidaze nakon 24-
casovnog 1 72-Casovnog tretmana. U tretmanu 0,2%-nim vodenim rastvorom C.
menthifolium inhibicija navedenih enzima je zabeleZena nakon 24-Casovnog i
72-Casovnog tretmana. Porast aktivnosti uocen je nakon 120-¢asovnog tretmana,
kada je zabeleZena veca aktivnost enzima pirogalol-peroksidaze u tretiranom
korenu paprike u odnosu na izmerenu aktivnost u korenu kontrolne grupe
biljaka, dok se izmerena aktivnost gvajakol-peroksidaze nije statisticki znacajno

razlikovala u odnosu na izmerene vrednosti u kontrolnoj grupi biljaka.
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Grafikon 16. Uticaj vodenog rastvora

C. menthifolium (0,1% 1 0,2%) na

aktivnost antioksidativnih enzima 1 sadrzaj MDA u listu (a) 1 korenu (b) paprike
(Suéur, 2015).
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Tretman 0,1%-nim vodenim rastvorom C. menthifolium izazvao je statisticki
znaCajan porast aktivnosti superoksid-dismutaze nakon 72-Casovnog i 120-
Casovnog tretmana, dok je u tretmanu 0,2%-nim rastvorom zabelezen porast
aktivnosti nakon 24-asovnog i 72-Casovnog tretmana, a nakon 120-¢asovnog
tretmana je zabeleZena inhibicija aktivnost superoksid-dismutaze. StatistiCki
znacajne promene u sadrzaju malondialdehida uocene su u tretmanu 0,2%-nim
vodenim rastvorom nakon 72-Casovnog i 120-Casovnog tretmana (Grafikon 16.)

(Suéur i sar., 2017 a).

Aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj MDA u listu i korenu soje

U listovima soje, pod uticajem vodenog rastvora C. menthifolium, nije
doslo do statisticki znac¢ajnih promena u aktivnosti enzima katalaze i pirogalol-
peroksidaze. Aktivnost superoksid-dismutaze je bila pove¢ana u odnosu na
izmerenu aktivnost u kontrolnoj grupi nakon 24-Casovnog tretmana, nakon cega
je doslo do izjednacavanja aktivnosti superoksid-dismutaze u listovima tretiranih
1 netretiranih biljaka. Tretman 0,1%-nim vodenim rastvorom C. menthifolium
izazvao je statisticki znacajan porast aktivnosti gvajakol-peroksidaze nakon 72-
Casovnog 1 120-Casovnog tretmana. Do akumulacije malondialdehida doslo je
nakon 72-Casovnog tretmana, dok nakon 120-Casovnog tretmana nije bilo
statisticki znacajne razlike u izmerenom sadrzaju malondialdehida izmedu
tretiranih 1 kontrolnih biljaka.

U korenu soje statisticki znacajan porast aktivnosti katalaze zabelezen je u
tretmanu 0,1%-nim vodenim rastvorom C. menthifolium, nakon 120-Casovnog
tretmana. Pracenjem aktivnosti superoksid-dismutaze uocava se pad aktivnosti
ovog enzima nakon 120-Casovnog tretmana 0,2%-nim vodenim rastvorom C.
menthifolium. Nakon 120-Casovnog tretmana vodeni rastvori C. menthifolium
(0,1% 1 0,2%) su doveli do inhibicije aktivnosti gvajakol-peroksidaze. Pri
tretmanu 0,1%-nim vodenim rastvorom aktivnost ovog enzima je bila tri puta

niZa u odnosu na izmerene vrednosti u kontrolnoj grupi biljaka.
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Grafikon 17. Uticaj vodenog rastvora C. menthifolium (0,1% 1 0,2%) na

aktivnost antioksidativnih enzima 1 sadrzaj MDA u listu (a) 1 korenu (b) soje

(Suéur, 2015).
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Na aktivnost pirogalol-peroksidaze veéi uticaj je imao 0,2%-ni vodeni
rastvor koji je doveo do statistiCki znacajne inhibicije aktivnosti nakon 120-
Casovnog tretmana. Znacajan porast intenziteta lipidne peroksidacije zabelezen
je u korenu soje tretirane 0,2%-nim vodenim rastvorom nakon 120-Casovnog
tretmana.

Oba primenjena vodena rastvora C. menthifolium (0,1% 1 0,2%) su dovela
do akumulacije malondialdehida u korenu crne pomoc¢nice i tatule. Veéi sadrzaj
malondialdehida zabelezen je u korenu tatule §to je ukazivalo na njenu manju
otpornost prema vodenom rastvoru C. menthifolium u poredenju sa crnom
pomoc¢nicom. Vodeni rastvor C. menthifolium je ispoljio isti efekat na crnu
pomoc¢nicu i tatulu kao 1 vodeni rastvor S. montana. lako se koren tatule pokazao
izmerenog malondialdehida dostizao i do tri puta ve¢e vrednosti u odnosu na
izmerene vrednosti u kontrolnoj grupi, u listovima nije doSlo do statisticki
znacCajne razlike. Na osnovu toga se moze zakljuciti da razlicita tkiva iste biljke,
a naroCito dve razliite biljne vrste, aktiviraju razliite komponente
antioksidativnog sistema zastite 1 u razli¢itoj meri prilikom dejstva istog stresora,
Sto je u skladu sa literaturnim podacima (Dmitrovi¢, 2012). Kod gajenih biljaka,
povecan sadrzaj malondialdehida zabelezen je samo u korenu biljaka tretiranih
0,2%-nim vodenim rastvorom C. menthifolium nakon 120-Casovnog tretmana,
dok u tretmanu 0,1%-nim vodenim rastvorom nije doslo do ikakvih statisticki
zna&ajnih promena u sadrzaju malondialdehida (Grafikon 17.) (Suéur i sar., 2016
a).

Pra¢enjem sadrzaja malondialdehida tokom trajanja eksperimenta,
uocavalo se da je sadrzaj malondialdehida u korenu crne pomocnice 1 u listu 1
korenu tatule najve¢i nakon 72-Casovnog tretmana, dok je u listu crne
pomoc¢nice 1 listu i korenu klasace 1 soje najve¢i sadrzaj malondialdehida
izmeren na kraju eksperimentalnog perioda, nakon 120-Casovnog tretmana

(Grafikon 18).
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Grafikon 18. Promena sadrzaja MDA tokom vremena nakon tretmana vodenim
ekstraktom C. menthifolium u listu (a) 1 korenu (b) crne pomo¢nice, listu (c) 1
korenu (d) tatule, listu (e) 1 korenu (f) klasace, listu (g) 1 korenu (h) paprike, listu

(1) 1 korenu (j) soje.
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Na osnovu dobijenih rezultata moze se uociti da su vodeni rastvori
ispitivanih samoniklih biljaka S. montana, C. menthifolium 1 S. sclarea razli¢ito
uticali na aktivnost antioksidativnih enzima 1 sadrzaj malondialdehida u
listovima 1 korenu tretiranih test-biljaka.

Primenjeni vodeni rastvori S. montana, C. menthifolium 1 S. sclarea u
koncentracijama 0,1% 1 0,2%, uglavnom su dovodili do povecane aktivnosti
superoksid-dismutaze u listovima i korenu tretiranih biljaka, naroc¢ito nakon 120-
Casovnog tretmana. Izuzetak je bio vodeni rastvor S. sclarea, jer je utvrdeno da
je u listovima 1 korenu tatule 1 paprike koji su izloZeni dejstvu vodenog rastvora
ove biljke dolazilo do inhibicije aktivnosti superoksid-dismutaze. Pretpostavka
je da su sekundarni biomolekuli, prisutni u vodenim rastvorima koji deluju kao
alelohemikalije, doveli do povecanja koncentracije ROS u tkivima lista 1 korena
tretiranih test biljaka, Sto je dalje uslovilo povecanu aktivnost enzima
superoksid-dismutaze. Ovi rezultati su u skladu sa istrazivanjima Haddadchi i
Gerivani (2009), koji su pokazali da fenolni ekstrakt korena uljane repice
(Brassica napuse L.) povetava aktivnost enzima superoksid-dismutaze i
peroksidaze u korenu ponika soje.

Peroksidazna aktivnost nakon 120-¢asovnog tretmana vodenim rastvorima
S. montana 1 S. sclarea je bila ista ili niza u odnosu na izmerenu aktivnost u
kontrolnoj grupi test biljaka. Nasuprot tome, vodeni rastvor C. menthifolium je
izazvao povecanje aktivnosti pirogalol-peroksidaze 1 gvajakol-peroksidaze u
listu 1 korenu crne pomoc¢nice, tatule 1 paprike.

Za razliku od drugih ispitivanih biljaka, aktivnost katalaze u korenu soje
tretiranog vodenim rastvorima biljaka S. montana 1 S. sclarea je bila ista kao i u
kontroli nakon 120-Casovnog tretmana. To je u skladu sa istrazivanjima
Haddadchi 1 Gerivani (2009), koji su pokazali da ekstrakti uljane repice ne uticu
na aktivnost katalaze u korenc¢i¢ima soje.

Ukoliko se izuzmu rezultati dobijeni za klasa¢u, moze se zakljuciti da
vodeni rastvori S. montana 1 C. menthifolium poseduju alelopatski potencijal

prema tretiranim korovima. Medutim, neophodna su dalja istrazivanja da bi se
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utvrdilo da li ispoljavaju herbicidno dejstvo. Pokazano je da se kao prirodni
herbicidi mogu koristiti vodeni ekstrakti Secerne trske 1 suncokreta (Soltys 1 sar.,
2013). Alelopatija, 1 upotreba alelohemikalija, ima izuzetan potencijal kao
komponenta ukupne strategije u borbi protiv korova, a takode 1 kao znacajan
korak u razvoju odrzivih sistema poljoprivrede sa smanjenom upotrebom
sintetiCkih herbicida (Kovacevi¢ i Momirovi¢, 2000). Kombinovanjem biljnih
ekstrakata sa manjom koncentracijom sintetiCkih herbicida postize se mnogo
bolja kontrola rasta korova nego primenom propisane doze Cistog sintetickog

herbicida (Farooq i sar., 2011).
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6. Insekticidno dejstvo vodenih rastvora i
etarskih ulja samoniklih biljaka

Samonikle biljke predstavljaju bogat izvor potencijalnih prirodnih
pesticida, posebno insekticida (Fakoorziba 1 sar., 2014). Veliku pazZnju
istrazivaCa privlaCe ekstrakti biljaka kao ekoloski prihvatljiva alternativa za
suzbijanje StetoCina (Nguyen i sar., 2013).

Radi utvrdivanja potencijala samoniklih biljaka u suzbijanju StetoCina
ispitana je bioloSka aktivnost vodenih rastvora odabranih biljaka familije
Lamiaceae — S. montana, S. sclarea 1 C. menthifolium, prema odraslim
jedinkama zitnog kukuljiCara (Rhyzopertha dominica Fabricius) i bele leptiraste
vasi (Trialeurodes vaporariorum Westwood), kao 1 isekticidni potencijal
etarskih ulja istih biljaka na odraslim jedinkama kestenjastog braSnara

(Tribolium castaneum Herbst) 1 pirincanog ziSka (Sitophilus oryzae Linnaeus).

6.1. Insekticidno dejstvo vodenih rastvora S. montana,

S. sclarea i C. menthifolium na odrasle jedinke Zitnog
kukuljicara

Zitni kukulji¢ar, Rhyzopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrichidae) je
primarna skladi$na StetoCina, koja nanosi velike Stete uskladiStenim zrnima
zitarica (pSenice, kukuruza, je¢ma, pirin€a, pasulja), a moZe se razvijati 1 u
brasnu (Oppert i Morgan, 2013). Napada 1 suve proizvode niske vlaznosti, te se
ni suSenjem ne moze spreciti njegova pojava i razmnozavanje.

Efekat vodenih rastvora biljaka S. montana, S. Sclarea 1 C. menthifolium u
koncentracijama 0,5%, 1% 1 2% na intenzitet ishrane 1 mortalitet odraslih jedinki
zitnog kukulji¢ara ispitan je primenom biotesta za kontaktno (nanoSenjem na

staklenu povrsinu) 1 kontaktno-digestivno dejstvo (nanoSenjem na zrno psenice).
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U testu kontaktnog dejstva vodenih rastvora S. montana, S. sclarea 1 C.

menthifolium na odrasle jedinke zitnog kukulji¢ara (Grafikon 19.), nakon 24-

casovne kontaktne ekspozicije, najjaci insekticidni efekat ispoljili su 1%-ni 1

2%-n1 vodeni rastvori S. sclarea, koji su izazvali smrtnost preko 95% tretirane

populacije. Smrtnost od 20-30% postignuta je u tretmanu istim koncentracijama

vodenog rastvora S. montana (1% 1 2%), dok je najmanju aktivnost, pri istim

koncentracijama, ispoljio vodeni rastvor C. menthifolium (2%-ni rastvor

prouzrokovao je smrtnost od 10%).
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Grafikon 19. Smrtnost odraslih jedinki zitnog kukulji¢ara tretiranth vodenim

rastvorima S. montana (a), S. sclarea (b) 1 C. menthifolium (c) nakon 24-Casovne

i 48-¢asovne kontaktne ekspozicije (Suéur, 2015).
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Nakon 48-Casovne kontaktne ekspozicije vodeni rastvor S. Sclarea, u sve
tri primenjene koncentracije, prouzrokovao je smrtnost odraslih jedinki Zitnog
kukuljicara od 100%. Vodeni rastvori S. montana 1 C. menthifolium, iako su
ispoljili nizu biolosku aktivnost u poredenju sa vodenim rastvorom S. sclarea,
doveli su do statisticki znacajno viSeg mortaliteta nakon 48-Casovne ekspozicije
(2%-ni1 rastvor prouzrokovao je smrtnost neSto viSu od 30%) u poredenju sa

kontrolom gde je smrtnost bila niska (3,4%), nego Sto je bio slucaj nakon 24-

casovne kontaktne ekspozicije.
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Grafikon 20. Smrtnost odraslih jedinki zitnog kukulji¢ara tretiranth vodenim
rastvorima S. montana (a), S. sclarea (b) 1 C. menthifolium (c) nakon 48-

asovne, 72-¢asovne i 7-dnevne kontaktno-digestivne ekspozicije (Sucur, 2015).
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U testu kontaktno-digestivnog dejstva vodenih rastvora S. montana, C.
menthifolium 1 S. sclarea na odrasle jedinke zitnog kukulji¢ara, nezavisno od
vremena ekspozicije (48 h, 72 h 1 7 dana), statisticki najviSu smrtnost u
poredenju sa kontrolom (2,7%) izazvao je vodeni rastvor S. sclarea primenjen u
sve tri koncentracije (86,5-98,5% nakon 7-dnevne ekspozicije) (Grafikon 20.).
Ve¢ nakon 48-Casovne kontaktno-digestivne ekspozicije, rastvor S. sclarea
doveo je do mortaliteta koji je bio statisticki znacajno veéi u poredenju sa
mortalitetom prouzrokovanim rastvorima druge dve biljke (58,3-85,5%). Nakon
72-Casovne kontaktno-digestivne ekspozicije, stopa smrtnosti se povecala i u
tretmanima rastvorima druge dve biljke, medutim, i1 dalje je bila najvisa u
tretmanima vodenim rastvorima S. sclarea (68,5-88,5%). Nakon 7-dnevne
kontaktno-digestivne  ekspozicije, rastvori svih biljaka nezavisno od
primenjenjenih koncentracija su ispoljili zadovoljavajuéi insekticidni efekat 1

izazvali mortalitet koji se kretao od 86,5% do 98,5%.
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Grafikon 21. Konzumirana hrana nakon 7 dana zavisno od primenjenih vodenih
rastvora (Suéur, 2015).

Nakon 7-dnevne kontaktno-digestivne ekspozicije, merena je i1 koliCina
konzumiranog zrna pSenice (Grafikon 21.). Dobijeni rezultati su pokazali da u
poredenju sa kontrolom, gde je pojedeno 5,1% od ponudene hrane, statisticki je
znaajno manje hrane konzumirano u tretmanima vodenim rastvorom .

montana, nezavisno od primenjene koncentracije (nesto visSe od 2%). Nasuprot
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tome, druge dve biljne vrste nisu izazvale znafajno smanjenje ishrane (4,2—
4,8%).

Na osnovu dobijenih rezultata primeéeno je da u testu kontaktne
toksi¢nosti 0,5%-ni 1 1%-n1 vodeni rastvori C. menthifolium nisu ispoljili
insekticidni efekat, jer se ni smrtnost odraslih jdinki zitnog kukulji¢ara nije
statisticki znaCajno razlikovala od smrtnosti u kontrolnom tretmanu. Medutim,
2%-ni1 vodeni rastvor C. menthifolium, kao 1 svi vodeni rastvori S. montana,
ispoljili su nakon 48-Casovne ekspozicije slabiji toksicni efekat. Najvecu
smrtnost odraslih jedinki Zzitnog kukuljiara u testu kontaktne toksi¢nosti
uzrokovali su primenjeni vodeni rastvori S. sclarea ve¢ nakon 48-Casovne
ekspozicije. Nakon 48-Casovne 1 72-Casovne kontaktno-digestivne ekspozicije,
najjace insekticidno dejstvo je ispoljio vodeni rastvor S. sclarea primenjen u sve
tr1 koncentracije (0,5% , 1% 1 2%). Nakon 7-dnevne ekspozicije, svi primenjeni
rastvori, u svim koncetracijama, su izazvali izuzetno visoku smrtnost, te se
smatra da su imali izrazeno insekticidno dejstvo (Suéur i sar., 2016 a;

Gvozdenac 1 sar., 2018).

6.2. Insekticidno dejstvo vodenih rastvora S. montana,

S. sclarea i C. menthifolium na odrasle jedinke bele leptiraste
vasi

Bela leptirasta vas, Trialeurodes vaporariorum Westwood (Homoptera:
Aleurodidae), predstavlja znaCajan problem u povrtarskoj proizvodnji Sirom
sveta. Kao posledica ishrane jedinki (sisaju¢i sokove), biljke slabe 1 postaju
podlozne napadu bolesti (Maréié i sar., 2011). Zivotni ciklus bele leptiraste vasi i
preklapanje generacija je najveéi problem u suzbijanju ovog insekta, tako da se

na jednom listu istovremeno mogu naci svi razvojni oblici.

95



Sekundarni biomolekuli u alelopatiji

Rezultati ispitivanja insekticidne aktivnosti vodenih rastvora S. montana,
S. sclarea 1 C. menthifolium na odrasle jedinke bele leptiraste vasi prikazani su
na Grafikonu 22. Najjaci toksi¢ni efekat ispoljio je 0,2%-ni vodeni rastvor S.
montana sa stopom smrtnosti od 68,33%, nakon 96-Casovne ekspozicije. Oba
primenjena vodena rastvora S. sclarea (0,1% 1 0,2%) su nakon 96-Casovne
ekspozicije prouzrokovala smrtnost preko 50% jedinki. Najmanju aktivnost su

ispoljili primenjeni vodeni rastvori C. menthifolium (Suéur i sar., 2015 a; Suur i

sar., 2015 b; Sucur i sar., 2017 a).
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Grafikon 22. Smrtnost odraslih jedinki bele leptiraste vasi tretiranith vodenim

rastvorima §. montana (a), S. sclarea (b) 1 C. menthifolium (c) koncentracija

0,1% i 0,2% (Suéur, 2015).
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Na osnovu prikazanih rezultata ispitivanja uticaja vodenih rastvora S.
montana, S. sclarea 1 C. menthifolium na odrasle jedinke bele leptiraste vasi i
zitnog kukuljiCara utvrden je insekticidni efekat vodenih rastvora ispitivanih
biljaka. U testu kontaktnog dejstva na odrasle jedinke Zitnog kukulji¢ara najjaci
toksi¢ni efekat je ispoljio vodeni rastvor S. sclarea, sa stopom smrtnosti preko
95% nakon 24-Casovne kontaktne ekspozicije. U testu kontaktno-digestivnog
dejstva na odrasle jedinke zitnog kukuljicara najjaci insekticidni efekat je
ispoljio vodeni rastvor S. sclarea prouzrokuju¢i smrtnost u intervalu od 56,7—
98,5%, u zavisnosti od primenjene koncentracije. Na odrasle jedinke bele
leptiraste vasi najjaci toksicni efekat ispoljio je vodeni rastvor S. montana,
prouzrokujuci stopu smrtnosti od preko 60%.

Razlika u ispoljenoj insekticidnoj aktivnosti vodenih rastvora mogla bi se
objasniti prisustvom razli¢itih bioloski aktivnih jedinjenja u vodenim rastvorima.
Vodeni rastvori S. montana 1 S. sclarea, koji su ispoljili jau insekticidnu
aktivnost, sadrze u vecoj koli¢ini kafenu kiselinu u poredenju sa ostalim
kvantifikovanim jedinjenjima (S. montana — 78,17 ng/g; S. sclarea — 65,78
ug/g), koja je u vodenom rastvoru C. menthifolium znatno manje prisutna (13,87
ng/g). Dokazano je da kafena kiselina poseduje insekticidnu aktivnost (Harrison
i sar., 2003; Pavela 1 sar., 2009). Smatra se da je vazan deo odbrambenog
mehanizma biljaka protiv mikroorganizama, insekata 1 drugih predatora
(Harrison 1 sar., 2003). Pavela 1 sar. (2009), smatraju da je prisustvo kafene
kiseline u Impatiens parviflora razlog insekticidne aktivnosti ove biljke na
zelenu lisnu vaS. Ekstrakti S. sclarea deluju repelentno na kuéne muve
(Fakoorziba 1 sar., 2014) 1 inhibitorno na rast gljivica (Dellavalle 1 sar., 2011).
Rezultati drugih autora takode ukazuju na potencijalnu upotrebu vodenih
ekstrakata samoniklih biljaka u suzbijanju bele leptiraste vasi (Dehghani 1
Ahmadi, 2013). Fenoli predstavljaju jednu od najaktivnijih grupa
alelohemikalija koje utiCu na rast, razvoj 1 ponaSanje leptiraste vasi (Wojcicka,

2010).
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6.3. Insekticidno dejstvo etarskih ulja S. montana, S.
sclarea i C. menthifolium na adulte kestenjastog brasnara i
pirin¢anog Ziska

Kestenjasti  brasnar, Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera:
Tenebrionidae) je jedna od najzastupljenijih vrsta StetoCina uskladiStenih
proizvoda i uskladi§tenih zrna na svetu (Sinha i Watters, 1985). Siroko je
rasprostranjen, tako da se moze nac¢i u skladi§tima, mlinovima i magacinima
brasna (Garcia 1 sar., 2005; Jemaa 1 sar., 2012). U skladistima Zzitarica, od velikih
silosa pa do tavana individualnog proizvodaca, nalazi se i pirinani Zzizak,
Sitophilus oryzae (Linnaeus). Za za$titu uskladiStenih zitarica od skladiSnih
insekata koriste se kontaktni insekticidi. Poznato je da je ogranicavajuci faktor
primene kontaktnih insekticida pojava rezistentnosti (smanjenja osetljivosti)
insekata, tako da se usled izostanka efekata suzbijanja povecavaju primenjene
doze, §to dovodi do negativnog uticaja na kvalitet hrane, zdravlje ljudi 1 Zivotnu
sredinu (Subramanyam 1 Hagstrum, 1995; White 1 Leesch, 1995). Po potencijalu
razvoja rezistentnosti na insekticide kestenjasti braSnar je svrstan u prvu
kategoriju (Andri¢, 2012).

Etarska ulja, za koja se veruje da pored ostalog Stite biljku od insekata 1
parazita (Simpson, 1995), smatraju se 1 potencijalnim izvorom prirodnih
insekticida (Singh i1 Upadhyay, 1993). Za etarska ulja nekih zacina, npr. anisa
(Pimpinella anisum L.) 1 nane (Mentha piperita L.), pokazano je da imaju
fumigantni efekat na odrasle jedinke kestenjastog braSnara (7. castaneum)
(Shaaya 1 sar., 1991). Etarska ulja belog luka i semena muskatnog orascica
deluju insekticidno na kestenjastog brasnara (Ho 1 sar., 1996; Huang i sar.,
1997).

Sa ciljem da se proSiri izbor prirodnih jedinjenja sa insekticidnim
delovanjem, kao 1 da se prevazide problem rezistentnosti, ispitani su efekti
etarskih ulja odabranih samoniklih biljaka familije Lamiaceae na adulte

kestenjastog brasnara i pirincanog Ziska.
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Pri ispitivanju toksi¢nog efekta etarskih ulja na adulte kestenjastog
brasnara znacajan efekat postignut je jedino u tretmanu etarskim uljem C.
menthifolium pri koncentraciji od 1,1%. Visoka smrtnost od 56,67% postignuta
je ve¢ nakon 24-Casovnog tretiranja dok je posle 48-Casovnog tretiranja iznosila
83,33%. U kontroli su svi insekti preziveli, tj. smrtnost je iznosila 0%. Niza
koncentracija od 0,02% etarskih ulja ispitivanih biljaka nije uzrokovala uginuce

odraslih insekata kestenjastog brasnara (Popovi¢ 1 sar., 2013).
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Grafikon 23. Smrtnost odraslih insekata kestenjastog brasnara nakon 4-dnevnog
tretiraja poznatim koncentracijama (0,02%, 1,10%) etarskih ulja odabranih
biljnih vrsta (Suéur, 2015).

Etarska ulja S. montana 1 C. menthifolium ispoljila su znacajan kontaktni
efekat na adulte pirinanog ziSka. Nakon 24-¢asovnog tretiranja etarskim uljem
S. montana u koncentracijama od 1,5% 12,5% zabelezena je smrtnost jedinki od
90%, dok je nakon 48-Casovnog tretiranja postignuto 100% uginuée. Stopa
smrtnosti bila je neSto niza u tretmanu istim koncentracijama etarskog ulja C.
menthifolium (1,5% 1 2,5%) nakon 24-Casovnog tretiranja. Nakon 48-Casovnog
tretiranja postignuto je 100% uginuce insekata u tretmanu 1,5%-nim rastvorom.
Etarsko ulje S. sclarea je ispoljilo slabiji efekat, pri nizim koncentracijama nije
postignuta smrtnost preko 50%, dok je za isti efekat u tretmanu sa najveCom

primenjenom koncentracijom bilo potrebno 96-¢asovno tretiranje.
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Grafikon 24. Smrtnost odraslih insekata pirin¢anog ziSka nakon 4-dnevnog
tretiraja poznatim koncentracijama (1,0 %, 1,5%, 2,5%) etarskih ulja S. montana

(a), 8. sclarea (b) i C. menthifolium (c) (Suéur, 2015).

GC-MS analizom etarskih ulja S. montana, C. menthifolium 1 S. sclarea
identifikovana su 43 razli¢ita isparljiva jedinjenja. U etarskom ulju C.
menthifolium 1 S. montana zabelezeno je prisustvo monocikli¢nog
monoterpenskog alkohola karvakrola (79,91% 1 50,10%, redom), kao
dominantne komponente. Od monocikli¢cnih monoterpena u veéim koli¢inama
nalaze se p-cimen 1 y-terpinen, iako su prisutni u mnogo manjoj koliini u
odnosu na karvakrol u etarskim uljima obe biljke. Od bicikli¢nih seskviterpena u

etarskom ulju S. montana dominira kariofilen (8,71%), a od bicikli¢nih
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monoterpena zastupljen je borneol (1,18%). U etarskom ulju C. menthifolium od
ketonskih komponenti najzastupljeniji su pulegon (1,24%) 1 izo-menton (1,33%).
U etarskom ulju S. sclarea dominantna komponenta je biciklicni diterpenski
alkohol sklareol (26,53%). U ve¢im koli¢inama prisutni su kariofilen-oksid 1

linalool (Suéur, 2015).

Etarska ulja C. menthifolium i S. montana su ispoljila insekticidno dejstvo
na adulte pirinanog ziSka ve¢ nakon 24-Casovnog tretiranja, dok je nakon 48-
Casovnog tretiranja postignuto 100% uginuce. Na adulte kestenjastog brasnara
insekticidno dejstvo imalo je etarsko ulje C. menthifolium sa stopom smrtnosti
od 56,67% ve¢ nakon 24-Casovnog tretiranja. Dakle, jak insekticidni efekat na
adulte kestenjastog brasnara i pirinCanog ZiSka pokazalo je etarsko ulje biljke C.
menthifolium, koje kao dominantnu komponentu sadrzi monoterpenski alkohol
karvakrol (79,91%), kao i1 ketonske komponente pulegon i izo-menton, koje nisu

identifikovane u etarskom ulju druge dve biljke.

Karvakrol predstavlja samo jedan od mnogobrojnih sastojaka etarskih
ulja, koji poseduje insekticidni 1 fumigantni efekat (Ayvaz i sar., 2010). Prema
literaturnim podacima, karvakrol deluje insekticidno na bubasvabe (Periplaneta
brunnea 1 Blattella germanica) sa visokim toksi¢nim efektom 1 ima topikalnu
primenu kao fumigant (Phillips 1 Appel, 2010; Phillips i sar., 2010). Smatra se da
karvakrol ima jace insekticidno dejstvo nego njegov izomer timol, ali da
prisustvo timola pojacava toksi¢ni efekat karvakrola (Karpouhtsis 1 sar., 1998).
KoriS¢enje prirodnih supstanci, kao Sto su etarska ulja, predstavlja dobru

alternativnu, ali 1 dopunsku metodu u kontroli brojnosti insekata.
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Uporedivanjem rezultata dobijenih ispitivanjem insekticidne aktivnosti
vodenih rastvora 1 etarskih ulja odabranih biljaka familije Lamiaceae zapazeno
je da su primenjene koncentracije vodenog rastvora i etarskog ulja biljke S.
montana ispoljile insekticidno dejstvo sa visokom stopom smrtnosti. Druge dve
biljke su ispoljile razli¢itu aktivnost u zavisnosti od toga u kojoj su formi
primenjene (vodeni rastvor ili etarsko ulje). Vodeni rastvor S. sclarea je postigao
najvecu smrtnost odraslih insekata, za razliku od etarskog ulja iste biljke, koje je
pokazalo slabiji efekat u poredenju sa etarskim uljem druge dve biljke. Etarsko
ulje biljke C. menthifolium ispoljilo je veéi toksicni efekat na testirane insekte

nego vodeni rastvor te biljke.
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7. Uticaj vodenih rastvora samoniklih
biljaka na rast mikroorganizama

Za ispitivanje uticaja vodenih rastvora herbi biljaka S. montana, S. sclarea
1 C. menthifolium, na rast i razmnozavanje bakterija i gljivica primenjena je disk-
difuziona metoda (Prabuseenivasan 1 sar., 2006). U radu su koriS¢eni bakterijski
sojevi 1 gljivice iz kolekcije laboratorije za Mikrobiologiju, Departmana za
ratarstvo 1 povrtarstvo Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu
(Tabela 6).

Tabela 6. Bakterijski sojevi 1 gljivice koriS¢eni u radu.

Azotobacter ritska crnica 2
Azotobacter pseudoglej 1
Azotobacter cernozem
Pseudomonas Violeta
Pseudomonas Dragana
Pseudomonas marker
Bacillus subtilis marker 44
Bacillus subtilis Violeta
Bacillus megaterium 2
Rhizobium bradyrhizobium japoniku S511 (soja)
Rhizobium D, (grasak)
Rhizobium trifolii 1 (detelina)
Actinomycete 10
Actinomycete 9K
Actinomycete 5

Penicillium sp

Alternarium sp

Trichoderma asperellum
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Rezultati disk-difuzionog testa primenjenih 0,1%-nih, 0,2%-nih 1 10%-nih
vodenih rastvora odabranih biljaka, kao 1 bakterijski sojevi i1 gljivice na kojima je
vrSeno ispitivanje, prikazani su u Tabeli 7. za vodeni rastvor S. montana, Tabeli
8. za vodeni rastvor C. menthifolium 1 Tabeli 9. za vodeni rastvor S. sclarea.

Dobijeni rezultati su pokazali da vodeni rastvori odabranih biljaka familije
Lamiaceae ne ispoljavaju baktericidno dejstvo. Izuzetak je 10%-ni vodeni
rastvor S. sclarea, koji je delovao inhibitorno na rast bakterijskog soja

Pseudomonas marker, nakon 120-Casovnog tretiranja (Slika 28.).

Slika 28. Zona inhibicije rasta bakterijskog soja Pseudomonas marker

pod uticajem 10%-nog vodenog rastvora S. sclarea.

Bakterijski  sojevi  Azotobacter cernozem, Pseudomonas Violeta,
Pseudomonas Dragana, Rhizobium trifolii 1 i Actinomycete 9K, kao i gljivice
Penicillium sp 1 Alternarium sp nisu reagovali na vodene rastvore odabranih
samoniklih biljaka ni pri najve€oj primenjenoj koncentraciji (10%). Vodeni
rastvori su stimulisali rast bakterijskih sojeva Azotobacter ritska crnica 2,
Azotobacter pseudoglej 1, Bacillus subtilis marker 44, Bacillus subtilis Violeta,
Bacillus megaterium 2, Rhizobium bradyrhizobium japoniku S511, Rhizobium
Dy tj. bakterijski sloj je bio gus¢i oko diskova filter hartije na koji su naneti

vodeni rastvori. Najveci stimulativni efekat postignut je pri najvecoj primenjenoj

104



Sekundarni biomolekuli u alelopatiji

koncentraciji, S§to ukazuje da vodeni rastvori ispitivanih biljaka imaju
stimulativni uticaj na korisne mikroorganizme prisutne u zemljiStu. Vodeni
rastvori nisu uticali na rast ispitivanih gljivica, dakle nisu ispoljili ni fungicidno

dejstvo (Suéur i sar., 2017 b; Suéur i sar., 2019).

Slika 29. Zona stimulacije rasta Slika 30. Zona stimulacije rasta

bakterijskog soja Azotobacter bakterijskog  soja  Rhizobium

pseudoglej 1 pod uticajem bradyrhizobium  japoniku S511

vodenog rastvora S. sclarea. pod uticajem vodenog rastvora S.
montana.

Rezultati ispitivanja antibakterijske aktivnosti vodenih rastvora .
montana su sli¢ni sa podacima koji se mogu naci u referentnoj literaturi (Serrano
i sar., 2011). Pomenuti autori su utvrdili da vodeni ekstrakti ne pokazuju
antibakterijsku aktivnost na odabrane Gram-pozitivne 1 Gram-negativne
bakterije. Medutim, na istim bakterijskim sojevima etarsko ulje S. montana je
ispoljilo snazno antimikrobno dejstvo (Serrano 1 sar., 2011). Razlog
antimikrobne aktivnosti etarskih ulja je unjthovom liposolubilnom karakteru, $to
im omogucava lak prolaz kroz fosfolipidni dvosloj c¢elijske membrane
mikroorganizama. Tako i etarsko ulje S. sclarea, za razliku od vodenog rastvora,
ispoljava snazno baktericidno i fungicidno dejstvo (Dzami¢ 1 sar., 2008;
Chovanova 1 sar., 2013). Etarsko ulje C. menthifolium, zahvaljuju¢i pulegonu
prisutnom u ulju, takode pokazuje antimikrobnu 1 antifungalnu aktivnost

(Demirci 1 sar., 2011).
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Interesantno je ista¢i da nije postojala veca razlika u posledicama
delovanja vodenih rastvora odabranih biljaka familije Lamiaceae na rast
ispitanih bakterija 1 gljivica. Rastvori sve tri biljne vrste ispoljili su priblizno isti
efekat na tretirane mikroorganizme, osim na bakterijski soj Pseudomonas
marker, €iji je rast inhibirala najve¢a primenjena koncentracija vodenog rastvora
S. sclarea.

Iako je poznato da pojedini flavonoidi deluju antimikrobno, primenjeni
vodeni rastvori nisu pokazali antimikrobnu sposobnost. Ovi rezultati se mogu
objasniti time da ispitivani vodeni rastvori imaju nizak sadrzaj bioaktivnih
jedinjenja odgovornih za antimikrobnu aktivnost, $to omogucava njihovu

primenu kao herbicida ili insekticida u polju bez negativnog efekta po korisne

mikroorganizme zemljista.

106



Sekundarni biomolekuli u alelopatiji

Tabela 7. Uticaj vodenog rastvora S. montana (0,1%, 0,2% 1 10%) na rast

bakterija i gljivica (Suéur, 2015).

72 h 120 h

% 0.1 0.2 10 0.1 0.2 10
Azotobacter ritska crnica 2 + ++ +-+ ++ +++ +++
Azotobacter pseudoglej 1 + ++ ++ + ++ +++
Azotobacter cernozem nu nu nu nu nu nu
Pseudomonas Violeta nu nu nu nu nu nu
Pseudomonas Dragana nu nu nu nu nu nu
Pseudomonas marker nu nu nu nu nu nu
Bacillus subtilis marker 44 nu nu ++ + ++ +++
Bacillus subtilis Violeta nu nu ++ nu nu ++
Bacillus megatherium nu nu ++ nu nu ++
Rhizobium bradyrhizobium nu nu + + + +
japoniku S511
Rhizobium D, nu nu + ++ ++ ++
Rhizobium trifolii 1 nu nu nu nu nu nu
Penicilium sp nu nu nu nu nu nu
Alternarium sp nu nu nu nu nu nu
Trichoderma asperellum - nu nu nu nu nu

144 h
0.1 0.2 10

Actinomycete 10 nu nu ++
Actinomycete 9K nu nu nu
Actinomycete 5 nu nu ++

Znak ,, -’ oznacava da je u toj zoni proreden bakterijski tepih, odnosno usporen rast bakterija; znak

,,+’~ 0znaCava da je u toj zoni gus¢i bakterijski tepih, odnosno stimulisan rast bakterija; ,,nu”’ znaci da
nema uticaja na bakterijski rast
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Tabela 8. Uticaj vodenog rastvora S. sclarea (0,1%, 0,2% 1 10%) na rast
bakterija i gljivica (Suéur, 2015).

72 h 120 h

% 0.1 0.2 10 0.1 0.2 10
Azotobacter ritska crnica 2 ++ ++ +++ +++ +++ +++
Azotobacter pseudoglej 1 + ++ ++ + ++ +++
Azotobacter cernozem nu nu nu nu nu nu
Pseudomonas Violeta nu nu nu nu nu nu
Pseudomonas Dragana nu nu nu nu nu nu
Pseudomonas marker nu nu nu nu nu -—-
Bacillus subtilis marker 44 nu nu ++ + ++ +++
Bacillus subtilis Violeta nu nu ++ nu nu ++
Bacillus megatherium nu nu +++ nu nu -+
Rhizobium bradyrhizobium nu nu + + + +
Jjaponiku S511
Rhizobium D, nu nu + ++ ++ +
Rhizobium trifolii 1 nu nu nu nu nu nu
Penicilium sp nu nu nu nu nu nu
Alternarium sp nu nu nu nu nu nu
Trichoderma asperellum nu nu - nu nu nu

144 h
0.1 0.2 10

Actinomycete 10 nu nu nu
Actinomycete 9K nu nu +
Actinomycete 5 nu nu nu

Znak ,, -’ oznacava da je u toj zoni proreden bakterijski tepih, odnosno usporen rast bakterija; znak

,,+’7 oznaCava da je u toj zoni gus¢i bakterijski tepih, odnosno stimulisan rast bakterija; ,,nu”’ znaci da
nema uticaja na bakterijski rast
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Tabela 9. Uticaj vodenog rastvora C. menthifolium (0,1%, 0,2% 1 10%) na rast
bakterija i gljivica (Suéur, 2015).

72 h 120 h

% 0.1 0.2 10 0.1 0.2 10
Azotobacter ritska crnica 2 + ++ +++ +H+ +++ +++
Azotobacter pseudoglej 1 + ++ ++ + ++ +++
Azotobacter cernozem nu nu nu nu nu nu
Pseudomonas Violeta nu nu nu nu nu nu
Pseudomonas Dragana nu nu nu nu nu nu
Pseudomonas marker nu nu nu nu nu nu
Bacillus subtilis marker 44 nu nu ++ + ++ +++
Bacillus subtilis Violeta nu nu ++ nu nu ++
Bacillus megatherium nu nu ++ nu nu ++
Rhizobium bradyrhizobium nu nu + + + +
Jjaponiku S511
Rhizobium D, nu nu + ++ + +
Rhizobium trifolii 1 nu nu nu nu nu nu
Penicilium sp nu nu nu nu nu nu
Alternarium sp nu nu nu nu nu nu
Trichoderma asperellum nu nu - nu nu nu

144 h
0.1 0.2 10

Actinomycete 10 nu nu ++
Actinomycete 9K nu nu nu
Actinomycete 5 nu nu +++

Znak ,, -’ oznacava da je u toj zoni proreden bakterijski tepih, odnosno usporen rast bakterija; znak

,,+’> 0oznaCava da je u toj zoni gus¢i bakterijski tepih, odnosno stimulisan rast bakterija; ,,nu’’ znaci da
nema uticaja na bakterijski rast
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8. Prilog- Metode rada

Ispitivanje alelopatskog potencijala vodenih rastvora

Za ispitivanje alelopatskog potencijala vodenih rastvora S. montana, C.
menthifolium 1 S. sclarea koriS¢ene su sadnice paprike (Capsicum annuum L.)
sorta Anita, soje (Glycine max L.) sorta Viktorija 1 tri vrste korova: crna
pomoc¢nica (Solanum nigrum L.), tatula (Datura stramonium L.) i klasaca
(Bromus mollis L.).
Priprema klijanaca

Semena su povrsinski sterilisana potapanjem u 10% H>O> na 3 minuta,
zatim su ispirana destilovanom vodom nekoliko puta. Uniformno klijanje je
dobijeno na vlaznom pesku pod kontrolisanim uslovima: 28 °C, relativna
vlaznost vazduha 60%, fotoperiod od 18 h 1 osvetljenost od 10 000 1x. Nakon 15
dana sadnice su prenete u plastine kutije sa Hoglandovim rastvorom (10%
MgSO4 x 7H0, 10% Ca(NOs), x 4 H,O, 10% KH>PO4, 10% KNOs,
mikroelementi, 7,5% Fe-EDTA). Dve nedelje kasnije tretirane su vodenim
rastvorima ispitivanih biljaka. Listovi 1 koren tretiranih biljaka, uzorkovani
nakon 24-Casovnog, 72-Casovnog i1 120-Casovnog tretmana, su koriS¢eni u
daljem radu.
Priprema ekstrakata za odredivanje biohemijskih parametara

Ekstrakti svezeg biljnog materijala (listova 1 korena tretiranih biljaka) za
biohemijske analize dobijeni su homogenizacijom 1 g svezeg biljnog materijala
u avanu uz dodatak 10 ml 0,1 mol/dm’ KH,POs pufera (pH 7). Nakon
homogenizacije, homogenat je kvantitativno prenet u plastiCnu epruvetu.
Dobijeni ekstrakti su centrifugirani na 2500 x g 15 min. Supernatant je koriS¢en

kao uzorak u daljim analizama.
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Odredivanje ukupnih proteina

Sadrzaj rastvorljivih proteina odreden je metodom po Bradfordu (Sedmark
1 Grossberr, 1977; Spector, 1978), koja se zasniva na vezivanju boje Coomassie
blue G-250 za bazne 1 aromati¢ne ostatke aminokiselina u proteinu.
Odredivanje intenziteta lipidne peroksidacije

Sadrzaj malondialdehida (MDA), jednog od krajnjih proizvoda razgradnje
membranskih lipida, koristi se kao merilo intenziteta lipidne peroksidacije (LP).
Intenzitet LP odreduje se pomocu tiobarbiturne kiseline (TBA), pri cemu je
merena oksidacija lipida celijskih membrana preko reakcije lipid-peroksidnih
produkata nastalih u reakcionom sistemu sa tiobarbiturnom kiselinom (Mandal 1
sar., 2008).
Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze

Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD, EC 1.15.1.1) odredena je po
metodi Mandal 1 sar. (2008) sa malim izmenama, koja se zasniva na principu
sposobnosti inhibicije fotohemijske redukcije nitroblutetrazolijum-hlorida
(NBT) u kojoj nastaje plavi proizvod reakcije NBT sa O,” formazan.
Odredivanje aktivnosti gvajakol-peroksidaze

Metoda za odredivanje aktivnosti gvajakol-peroksidaze (EC 1.11.1.7),
zasniva se na transformaciji gvajakola u tetragvajakol u prisustvu aktivnosti
enzima gvajakol-peroksidaze (Morkunas i Gmerek, 2007).
Odredivanje aktivnosti pirogalol-peroksidaze

Metoda za odredivanje pirogalol-peroksidaze (EC 1.11.1.7), zasniva se na
reakciji oksidacije pirogalola u purpurogalin u prisustvu aktivnosti enzima
pirogalol-peroksidaze (Morkunas 1 Gmerek, 2007).
Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze (CAT, EC 1.11.1.6), je odredena pomocu vodonik-
peroksida kao supstrata (Sathya i Bjorn, 2010).
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Ispitivanje insekticidnog dejstva vodenih rastvora S. montana, C.
menthifolium i S. sclarea na odrasle jedinke Zitnog kukuljicara

Eksperiment je izveden na odraslim jedinkama Zitnog kukuljicara
primenom testova za ispitivanje kontaktnog 1 kontaktno-digestivnog dejstva.

Kontaktno delovanje: U cilju ispitivanja kontaktnog delovanja vodenih
rastvora, ogled je postavljen po metodi Kouninki i sar. (2007). U epruvete,
prethodno ,,isprane* biljnim vodenim rastvorima, je postavljeno po 10 odraslih
jedinki zitnog kukuljicara. Epruvete su zatim zatvorene parafilmom i poloZene u
horizontalni polozaj kako bi insekti mogli da se kreu po nakvaSenim zidovima
epruvete. Epruvete su takode inkubirane u termostatu na 28 °C u mraku. Broj
uginulih jedinki je pra¢en nakon 24-Casovne 1 48-Casovne kontaktne ekspozicije.

Kontatkno-digestivno delovanje: Kontaktno-digestivni efekat ispitivanih
rastvora je procenjen primenom ,testa bez izbora“ (engl. ,,No-choice test*), po
metodi Obeng-Oferi i Reichmuth (1997). Za svaki biljni vodeni rastvor na vagi
je odmereno 40 g zrna pSenice koje je tretirano odredenom koncentracijom
vodenog rastvora u odnosu 3 ml rastvora na 100 g zrna. Tretirano zrno je
ostavljeno da se susi 2 h na sobnoj temperaturi, a nakon suSenja, podeljeno je na
Cetiri dela, za Cetiri ponavljanja i postavljeno u Petri kutije zajedno sa po 20
odraslih jedinki zitnog kukuljicara. Uginuée jedinki je praceno nakon 24-
Casovne, 48-Casovne 1 72-Casovne kontaktno-digestivne ekspozicije, a nakon 72-

casovne ekspozicije je merena i masa pojedene hrane.

Ispitivanje insekticidnog dejstva vodenih rastvora S. montana, C.
menthifolium i 8. sclarea na odrasle jedinke bele leptiraste vasi

Eksperiment je izveden na odraslim jedinkama bele leptiraste vasi,
Trialeurodes vaporariorum (Westwood, 1856) (Homoptera: Aleyrodidae),
sakupljenim u staklenoj basti.

Paprika (sorta Anita) gajena je u saksijama. U ogledu je koriS¢ena cela
biljka u pocCetnom stadijumu rasta (obrazovana cetiri lista). Nadzemni deo

sadnice paprike isprskan je vodenim rastvorima biljaka S. montana, C.
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menthifolium 1 S. sclarea odredene koncentracije (0,1% 1 0,2%), odvojeno. Za
kontrolu je posluzila paprika isprskana vodom. U laboratorijske ¢asSe (25 cm x
12 cm), koje su sadrzale tretiranu papriku, dodato je 20 odraslih jedinki bele
leptiraste vasi. Ogled je postavljen u tri ponavljanja i tri kontrole. Smrtnost je

oitavana posle 24-Casovne, 48-Casovne 1 96-Casovne ekspozicije.

Ispitivanje insekticidnog dejstva etarskog ulja S. montana, C. menthifolium i
S. sclarea na adulte kestenjastog braSnara i pirincanog Ziska

Eksperiment je izveden na adultima Steto¢ina uskladiStenih namirnica,
kestenjastog brasnara, Tribolium castaneum (Herbst, 1979) 1 pirin€anog ziska,
Sitophilus oryzae (Linnaeus, 1763). Odrasli insekti uzgajani su u laboratoriji u
kontrolisanim uslovima (25 + 1 °C 1 70-80% vlage) na pSeni¢nom brasnu.

Ogled je postavljen u Petri pusudama, u tri ponavljanja za svaku biljku 1
kontrolu. Postavljeno je 10 odraslih insekata u svaku Petri posudu, u kojima su
za hranjenje insekata postavljeni diskovi napravljeni od vode i1 pSeni¢nog brasna,
na koje je naneta poznata koncentracija etarskog ulja ispitivanih biljaka. Za
kontrolu su postavljene Petri kutije koje su sadrzale diskove na koje je naneta
ista zapremina n-heksana. Razmatrano je insekticidno dejstvo etarskih ulja
ispitivanih biljaka, takode 1 stopa smrtnosti odraslih insekata nakon 24-

casovnog, 48-Casovnog i 96-Casovnog tretiranja.

Ispitivanje uticaja vodenih rastvora S. montana, C. menthifolium i S. sclarea
na rast korisnih mikroorganizama

Za ispitivanje uticaja vodenih rastvora herbi odabranih biljnih vrsta na rast
1 razmnozavanje bakterija 1 gljivica primenjena je disk-difuziona metoda
(Prabuseenivasan i sar., 2006).

Pripremane su kulture mikroorganizama u odgovaraju¢im hranljivim
podlogama (Fjodorova podloga za Azotobacter, MPA podloga za Pseudomonas 1
Bacillus, podloga po Vjucentu za Rhizobium, sintetiCka podloga za Actinomycete

i Capek za gljivice) i inkubirane na 37 °C. Kulture su zasejane na odgovarajuce
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sterilne podloge u Petri posudama (precnik 90 mm, zapremina podloge 25 ml,
debljina sloja podloge 4 mm), da bi se postigao uniformni rast mikroorganizama.
Pod sterilnim uslovima, sterilni diskovi (pre¢nik 2 cm) sa prethodno nanetim
razli¢itim koncentracijama ispitivanih vodenih rastvora (0,1%, 0,2% 1 10%) su
postavljeni u Petri posude sa pripremljenom podlogom 1 suspenzijom bakterija.
Inkubacija je vrSena na 28 °C. Svaki test je uraden u triplikatu. Nakon 48-
Casovnog, 72-Casovnog i 120-Casovnog tretiranja mereni su precnici (mm) zona

inhibicije/stimulacije rasta.

Statisticka obrada podataka

Svi eksperimenti su izvedeni u najmanje tri ponavljanja, a rezultati
predstavljeni kao srednja vrednost. Odredena je standardna greSka (SE). Za
pojedine parametre je uraden Duncan-ov test viSestrukih intervala. Podaci su
obradeni primenom softverskog paketa Microsoft Excel for Windows version

2007 1 Statistica for Windows version 12 (StatSoft, Inc, Tulsa, OK, USA).
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