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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Dora Valenti¢, naslova

Uloga fenolnih spojeva u obrani biljke od patogena

Fenolni spojevi su velika skupina aromatskih spojeva. U biljkama se javljaju kao sekundarni
metaboliti, a u biljnoj stanici su zastupljeni kao slobodne (topljive) ili vezane (netopljive)
molekule koje imaju znac¢ajnu ulogu u obrambenim mehanizmima biljke od biljnih patogena i
to kao fitoanticipini i fitoaleksini. Cilj rada je prikupiti i prezentirati suvremene znanstvene
spoznaje o fenolnim spojevima u biljkama i njihovoj ulozi u mehanizmima obrane od biljnih
patogena, kao i moguénostima razvitka novih, ekoloski neskodljivih strategija zastite bilja
modifikacijama njihovog fenolnog profila. Na temelju pregleda suvremene znanstvene
literature, uloga fenolnih spojeva u obrani biljke od patogena bit ¢e prikazana opisom razli¢itih
skupina fenolnih spojeva koje sintetiziraju kultivirane biljke, opisom njihove biosinteze u
biljnoj stanici te opisom funkcioniranja razli¢itih fenolnih spojeva kao fitoanticipina i
fitoaleksina u biljnoj stanici. Takoder, moguénost razvitka novih, ekoloski neskodljivih
strategija zastite bilja bit ¢e prikazan opisom nacina modifikacije fenolnog profila biljaka i
posljedi¢nim uc¢inkom na otpornost biljaka na napad biljnih patogena.

Kljucne rijeci: fenolni spojevi, fitoanticipini, fitoaleksini, biljni patogeni



Summary

Of the master’s thesis — student Dora Valenti¢, entitled

THE ROLE OF PHENOLIC COMPOUNDS IN PLANT DEFENSE AGAINST PATHOGENS

Phenolic compounds are a large group of aromatic compounds. In plants, they occur as
secondary metabolites, and in the plant cell they are represented as soluble-free and
insoluble-bound molecules that play a significant role in the plant's defense mechanisms
against plant pathogens, as phytoanticipins and phytoalexins. The goal of the work is to collect
and present modern scientific knowledge about phenolic compounds in plants and their role
in defense mechanisms against plant pathogens, as well as the possibilities of developing new,
ecologically harmless plant protection strategies by modifying their phenolic profile. Based on
a review of modern scientific literature, the role of phenolic compounds in plant defense
against pathogens will be shown by describing different groups of phenolic compounds
synthesized by cultivated plants, by describing their biosynthesis in the plant cell, and by
describing the functioning of different phenolic compounds as phytoanticipin and phytoalexin
in the plant cell. Also, the possibility of developing new, ecologically harmless plant protection
strategies will be shown by describing the way of modifying the phenolic profile of plants and
the consequent effect on the resistance of plants to the attack of plant pathogens.

Keywords: phenolic compounds, phytoanticipins, phytoalexins, plant pathogens



1. Uvod

Fenolni spojevi su mnogobrojna i diferencirana skupina sekundarnih metabolita
prisutna u svim biljkama, iako njihova koli¢ina i sastav ovisi o raznim unutarnjim i vanjskim
¢imbenicima (Dai i Mumper, 2010.). Kako fenolni spojevi sudjeluju u komunikaciji biljke s
okolinom njihova koli¢ina uvelike ovisi o vanjskim uvjetima rasta. U biljkama se povecava udio
polifenolnih komponenata uslijed stresnih uvjeta. PrijaSnja istrazivanja pokazala su da lokalitet
rasta utjece na razinu fenolnih spojeva u ljekovitom i endemi¢nom bilju. Zbog cinjenice da
sastav i razina polifenola u nekoj biljci znacajno ovisi o porodici kojoj pripada, u novije vrijeme
fenolni spojevi se sve cesce koriste kao biomarkeri u kemotaksonomskim istrazivanjima
(Kremer isur., 2011., Jurisi¢ Grubesic¢ i sur., 2012.). Malo je studija koje istovremeno istrazuju
korelacije izmedu profila fitokemikalija i genetske varijabilnosti u biljkama ovisno o lokalitetu
rasta. Genetsko naslijedeni fenolni profil posljedica je evolucije, odnosno promjena koje su
bile nuzne za opstanak biljke u okolisu. Biljke, koje se razliku od Zivotinja ne mogu braniti od
predatora kretanjem, morale su razviti neki drugi oblik obrane. Biljke stoga sintetiziraju puno
vecu kolic¢inu sekundarnih biljnih metabolita od Zivotinja. Navedene ¢injenice daju naslutiti
obrambenu ulogu fenolnih spojeva u biljci. Naime, fenolni spojevi su dio aktivhe kemijske
obrane biljke, koja se aktivira poslije infekcije biljnim patogenima, ¢ime se svrstavaju u tzv.
fitoaleksine, a kao tzv. fitoanticipini, fenolni spojevi doprinose i pasivnim, predinfekcijskim
obrambenim mehanizmima biljke od uzroc¢nika bolesti (VanEtten i sur., 1994.).

Fitoaleksini i fitoanticipini mogu ukljucivati spojeve iz istih skupina kemijskih spojeva,
kao Sto su fenilpropanoidi, terpenoidi i derivati alifatske kiseline (Dixon, 2001.). Dakora i
Phillips (1996.) dokazali su da su u mnogim slucajevima fitoaleksini i fitoanticipini identi¢ne
molekule izoflavonoida. | fitoaleksini i fitoanticipini se nakupljaju zbog infekcije gotovo na
slican nacin (Vidhyasekaran, 1988.). Pokazalo se da oboje sudjeluju u otpornosti na bolesti (Lo
i sur., 1999., Brader i sur., 2006.), iako su otkriveni i u rezistentnim i osjetljivim interakcijama
(Dixon, 2001., Brader i sur., 2006.).

Spoznaje o ulozi fenolnih spojeva u obrambenim mehanizmima biljaka od patogena,
temelj su za dvije globalne strategije primjene tih spojeva u suzbijanju biljnih bolesti: a) fenoli
dobiveni iz jedne biljke, u vidu biljnih ekstrakata poput eteri¢nih ulja mogu se koristiti kao
biofungicidi u svrhu zastite druge biljke od patogena pri ¢éemu je primjena takvih fungicida
izvana; (Bakkali i sur., 2005., Kalemba i Kunicka, 2003.) b) ciljana modifikacija fenolnog profila
biljke s ciljem jacanja njenog obrambenog potencijala temeljnog na fenolnim spojevima ¢ime
bi se doprinijelo biljke iznutra (Liakopoulus i Karabourniotis, 2005., Hegazi i sur., 2008.,
Paskovic¢ i sur., 2019a.).



Cilj ovog diplomskog rada je prikupiti i prezentirati suvremene znanstvene spoznaje o
fenolnim spojevima u biljkama s naglaskom na njihovoj ulozi kao fitoanticipina i fitoaleksina u
mehanizmima obrane od biljnih patogena, kao i moguénostima razvitka novih, ekoloski
neskodljivih strategija zastite biljaka modifikacijama njihovog fenolnog profila.



2. Fenolni spojevi u biljkama

lako su fenolni spojevi prisutni i u biljkama i Zivotinjama, veéina ih je biljnog podrijetla
(Van Sumere, 1989.). Fenolni spojevi su specijalizirani sekundarni metaboliti prisutni u svim
biljkama (Lattanzio, 2013.) koji imaju zastitnu ulogu kako u biljaka tako i u ¢ovjeka koji ih u svoj
organizam unosi hranom i pi¢em biljnog porijekla. NajvaZznija su grupa specijaliziranih biljnih
metabolita lokalizirani u siemenkama, listovima, cvjetovima, kori drveca, pokozici i mezokarpu
voca i povrca, Zitaricama, zacinskom i aromatskom bilju (Alok i sur., 2014.).

Fenolni spojevi u biljkama su mnogobrojni i pripadaju sekundarnim tvarima u biljnom
metabolizmu. To je grupa spojeva koja ima fenolnu odnosno hidroksilnu skupinu na
aromatskom prstenu. Nalazimo ih u obliku glikozida ili estera Secera otopljene u vakuoli. Biljke
proizvode brojne sekundarne metabolite koji sadrze fenolnu skupinu. Biljni fenoli su kemijski
raznovrsna skupina spojeva, neki od kojih su topivi samo u organskim otapalima, neki u vodi,
a neki su veliki, netopivi polimeri. Uloge biljnih fenola su razne, kao na primjer obrana biljke
od herbivornih organizama, dok drugi sudjeluju u mehanickoj potpori, privliacenju oprasivaca
i rasprostranjivaca plodova ili redukciji rasta susjednih biljaka (Pevalek-Kozlina, 2003.).

Bilijke proizvode nekoliko sekundarnih metabolita koji se razlikuju od komponenti
posrednog (primarnog) metabolizma, po tome Sto opcenito nisu bitni za osnovne metabolicke
procese biljke (Dixon, 2001.). Vedina sekundarnih metabolita pokazuje antifungalno
djelovanje. Postoje dvije vrste antifungalnih sekundarnih metabolita: fitoaleksini (inducibilno
prisutni sekundarni metaboliti) i fitoanticipini (konstitutivno prisutni sekundarni metaboliti)
(VanEtten i sur., 1994.). Fitoaleksini se definiraju kao spojevi koji se sintetiziraju iznova kao
odgovor na infekciju, akumulirajuci do antimikrobnih koncentracija u tom podrucju infekcije
(Dixon i Harrison, 1990.; VanEtten i sur., 1995.), dok su fitoanticipini definirani kao spojevi koji
se nalaze u biljci prije nego dode do infekcije (VanEtten i sur., 1994.).

2.1. Vrste biljnih fenola

Biljni fenolni spojevi klasificiraju se kao jednostavni fenoli ili polifenoli na temelju broja
fenolnih jedinica u molekuli. Tako biljni fenoli obuhvaéaju jednostavne fenole, kumarine,
lignine, lignane, kondezirane i hidrolizabilne tanine, fenolne kiseline i flavonoide (Soto-Vaca i
sur., 2012.).

Flavonoidi su jedna od najveéih i najznacajnijih skupina biljnih fenolnih spojeva,
koncentrirani preteZito u sjemenkama, koZi voca, kori drveéa, listovima i cvjetovima. Znacajan
su potporni materijal biljnih stanica u kojima u obliku lignina i suberina grade stani¢nu stijenku
i doprinose mehanickoj potpori. Neki flavonoidi, poput antocijana, zajedno s flavonima i
flavonolima doprinose boji cvjetova i plodova, $to je vaino za privlacenje Zivotinja za
oprasivanje i raznoSenje sjemena (Von Elbe i Schwartz, 1996., Davies, 2000.).



Fenolne kiseline su sljede¢a najvaznija skupina fenolnih spojeva, a dijelimo ih u dvije
glavne skupine — derivati hidroksibenzojeve i derivati hidroksicimetne kiseline (Tsao, 2010.).
Sastoje se od najmanje jednog aromatskog prstena na koji je vezana jedna ili vise hidroksilnih
skupina (Seong i sur., 2015.). Prisutne su u svim biljkama (Hermann, 1989.); dok voce i povrée
uglavnom sadrzi slobodne fenolne kiseline, u Zitaricama i ostalim sjemenkama dolaze u
vezanom obliku (Tsao, 2010.). Hidroksicimetne kiseline najce$c¢e dolaze u obliku jednostavnih
estera s hidroksikarboksilnim kiselinama ili glukozom, dok su hidroksibenzojeve kiseline
uglavnom prisutne u obliku glukozida. Nadalje, fenolne kiseline se u hrani biljnog podrijetla
mogu pojavljivati kao esteri ili glikozidi konjugirani s drugim spojevima poput flavonoida,
alkohola, sterola, hidroksimasnih kiselina i glukozidima (Hermann, 1989., Lattanzio, 2013.).
Predstavljaju 1/3 fenolnih spojeva ljudske prehrane, a pokazuju visoku antioksidacijsku
aktivnost koja ovisi o broju hidroksilnih skupina (Res Giada, 2013.). Predmet su mnogih
kemijskih, bioloskih, agronomskih i medicinskih istrazivanja. Hidroksicimetne kiseline, kao
podskupina fenolnih kiselina, su hidroksilirani derivati cimetne kiseline. Osnovna strukturna
jedinica im je C6-C3 (Dewick, 2007.). Hidroksicimetne kiseline su, od fenolnih spojeva,
najznacajniji fitoaleksini i alelopatski spojevi. Fitoaleksini su antibiotici slabe potentnosti koji
mogu djelovati protiv mikroorganizama, Zivotinjskih stanica i drugih biljnih stanica, doprinose
otpornosti biljke na bolesti, te Stite od predatora (Ahuja i sur., 2010.).

2.2. Sinteza biljnih fenola

Biosintetski put fenolnih spojeva u biljci uklju¢uje putove Sikiminske kiseline,
fenilpropanoida i flavonoida. Kao $to je spomenuto, polifenoli podrazumijevaju veliku skupinu
sekundarnih metabolita. lako se u posljednjih nekoliko godina intenzivno istrazuju, detaljni
koraci biosintetskih putova nisu jo$ uvijek potpuno razjasnjeni te se u literaturi ¢esto nailazi
na oprecne rezultate. Vecina fenolnih kiselina su derivati trans-cimetne kiseline formirane
deaminacijom L-fenilalanina uz pomo¢ L-fenilalaninamonijliaze (PAL). Enzim PAL povezuje
primarni (biosintetski put Sikiminske kiseline) sa sekundarnim metabolizmom
(fenilpropanoidni biosintetski put), te ima klju¢nu ulogu u regulaciji sinteze fenolnih
sekundarnih metabolita zbog ¢ega je godinama upravo PAL bio najviSe istrazivani biljni enzim
(Boudet, 2007.).

U biosintetski put fenolnih spojeva ukljuceno je vise od Sesnaest enzima iz skupine
citokroma P450 monooksigenaza. Prva medu njima je izolirana cinamat 4- hidroksilaza (C4H),
a njezina inaktivacija u transgenim biljkama uzrokuje smanjenje koli¢ine klorogenske kiseline,
flavonoida i lignina (Ruegger i Chapple, 2001., Reddy i sur., 2005.). Enzimi 3-hidroksilaze su
ukljuene u sintezu kava kiseline iz p-kumarinske kiseline (Schoch i sur., 2001., Nair i sur.,
2002., Franke i sur., 2002.), a vazne su kod sinteze klorogenske (Mahesh i sur., 2007.) i
ruzmarinske kiseline (Morant i sur., 2007.). Medu 5-hidroksilazama vazna je ferulat 5-
hidroksilaza (F5H) koja ima centralnu ulogu u sintezi lignina (Reddy i sur., 2005.). Takoder, u
sintezi lignina sudjeluju i p-kumarat-CoAligaze (4CL), a enzimi iz te porodice sudjeluju i u
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biosintezi flavonoida (Hu i sur., 1998.). U biosintetskom putu polifenola vaznu 5 ulogu imaju i
dvije cinamil alkohol dehidrogenaze: CAL1 i CAL2 koje su uklju¢ene u biosintezu lignina i
lignana (Damiani i sur., 2005.).

Osim PAL enzima, fenolni spoj oksidaza (PPO) i fenolni spoj peroksidaza (PPD), dva su
enzima vazna za regulaciju razine fenolnih spojeva u biljci zbog uloge u oksidativnoj degradaciji
fenolnih komponenata, Sto je bitno kod uporabe biljaka bogatih fenolnim spojevima u
prehrambenoj industriji (Tomas-Barberan i Espin, 2001.). PPO je lokalizirana u plastidima visih
biljaka te uz prisutnost kisika katalizira hidroksilacijumonofenola u o-difenole i oksidaciju o-
difenola u o-kinone koji zatim spontano bez djelovanja enzima polimeriziraju u heterogene
crne, smede ili crvene pigmente poznate pod nazivom melanini. Takvi procesi su bitni kod
ozlijede biljnog tkiva gdje dolazi do aktivacije PPO koja stvarajuéi spomenute polimerizirane
pigmente zatvara mjesto ozljede te tako sprecava daljnje oStecenje tkiva ili ulazak insekata
(Stevenson i Hurst, 2007.). PPO moze djelovati i kao promotor PPD koji u prisutnosti vodikova
peroksida katalizira oksidaciju polifenolnih komponenata. Aktivnost PAL, PPO i PPD ovisi o
razli¢itim vanjskim c¢imbenicima koji utjeCu na razinu polifenolnih komponenata u biljci
(Tomas-Barberan i Espin, 2001.).

2.3. Uloga biljnih fenola u obrani biljke od biotskih i abiotskih ¢imbenika

Biljke proizvode Sirok spektar sekundarnih metabolita koji obavljaju razlic¢ite funkcije.
Primarni metaboliti (ugljikohidrati, aminokiseline, masne kiseline, nukleinske kiseline) vazni su
za sintezu strukturnih elemenata te za rast i razvoj biljaka. Uz primarne, biljka proizvodi i niz
sekundarnih metabolita, tj. tvari koje su sintetizirane sekundarnim reakcijama, iz primarnih
metabolita. Sekundarni metaboliti nisu neophodni za rast i razvoj biljaka, ali su vrlo vazni za
njihovu prilagodbu na nove okolisne uvjete. Sekundarni metaboliti Stite biljku od biljojeda i
raznih Stetnika, djelujuéi negativho na njihove stani¢ne i metabolicke procese, privlace
oprasivace i Zivotinje koje raznose sjemenke, sastavni su dijelovi nekih enzimskih kompleksa
(koenzimi), posjeduju hormonsku aktivnost i imaju ulogu pri skladistenju Stetnih produkata
(Bourgaud i sur., 2001.). Osim vaznih uloga u biljci, mnogi sekundarni metaboliti odgovorni su
za pozitivan ucinak biljaka na zdravlje ljudi, stoga ih se naziva i bioaktivnim tvarima. U
posljednjih nekoliko godina veliki je napredak postignut u razvoju novih metoda visoke
razlucivosti i osjetljivosti za analizu sekundarnih metabolita. Medutim, u biljkama postoji velik
broj sekundarnih metabolita prisutnih u koli¢cinama koje su jo$ uvijek ispod granice detekcije
postojec¢ih modernih uredaja Sto otezava istrazivanja njihovih biosintetskih puteva (Bednarek
i Osbourn, 2009.). Utvrdeno je da sekundarni metaboliti u biljci djeluju antivirusno,
antibakterijski i antifungalno (Wink, 1988.). Pored toga, dokazano je da isti sudjeluju i u
interakciji biljaka s drugim, konkurentskim biljkama (alelopatsko djelovanje) (Bourgaud i sur.,
2001.).

Prirodni produkti aktivni u obrani biljaka mogu se razvrstati u tri Siroke skupine:
fitoaleksini, fitoanticipini i signalne molekule. Mnogi fenilpropanoidi pokazuju antimikrobno
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djelovanje Sirokog spektra, pa se vjeruje da pomazu biljnom organizmu u borbi s patogenim
mikroorganizmima. Takvi spojevi mogu se klasificirati kao preoblikovani fitoanticipini ili
inducibilni  fitoaleksini. Najbolje okarakterizirani fitoaleksini koji se dobivaju od
fenilpropanoidima su pterokarpani, izoflavani i izoflavanoni mahunarki, ukljucuju¢i grah
(Phaseolus vulgaris) , lucernu (Medicago sativa), grasak (Pisum sativum) i soju (Glycine max).
Prenilirani izoflavoni lupine (Lupinus spp.), koji se sintetiziraju tijekom razvoja sadnica, dobar
su primjer fitoanticipina. (Dixon i sur., 2002.).

Ekoloski stresovi poput intenzivne svjetlosti, niskih temperatura, infekcije patogenima
i nedostatka hranjivih tvari mogu dovesti do poveéane proizvodnje slobodnih radikala i drugih
oksidacijski aktivnih tvari u biljkama. Sve veci broj dokaza upucuje na to da biljke reagiraju na
biotske i abiotske faktore stresa povecavajuéi svoju sposobnost uklanjanja ROS. Napori da se
razumije ovaj postupak, usredotocili su se na komponente klasi¢nog antioksidativnog sustava,
tj. superoksid dismutazu, askorbat peroksidazu, katalazu, monoodehidroaskorbat reduktazu,
glutation-reduktazu i antioksidanse male molekulske teZine - askorbat i glutation. Medutim,
relativno malo studija istrazivalo je ulogu sekundarnih metabolickih putova u odgovoru biljaka
na oksidativni stres. Fenilpropanoidni put je odgovoran za sintezu razliitog niza fenolnih
metabolita kao Sto su flavonoidi, tanini, hidroksicinamatni esteri i strukturni polimer lignin.
Sinteza ovih spojeva Cesto je izazvana stresom, te oni sluZze odredenim ulogama u zastiti
biljaka, tj. patogenezi, zastiti od ultraljubicastog zracenja ili strukturnim komponentama
stani¢ne stijenke. Navedeni spojevi Cine najbrojniju skupinu biljnih sekundarnih metabolita i
imaju zajednicko podrijetlo u biosintetskom fenilpropanoidnom putu. Sezonske promjene u
fotoprotektivnom sustavu i antioksidansima liS¢a mahonije (Mahonia repens) ponavlja se u
odnosu na svjetlosnu okolinu. Fenilpropanoidni put stvara proizvode koji povecavaju
toleranciju na Siroki spektar stresnih uvjeta i moze takoder pruZiti alternativni put za upotrebu
fotona u uvjetima akumulacije ugljikohidrata i / ili prekomjerne apsorpcije svjetlosti. Postoje
jasne indikacije da klorogena kiselina (CGA — chlorogenic acid), jedan od glavnih proizvoda
ovog puta, igra opéu ulogu u reakcijama na stres djelujuci kao moéan antioksidans koji donira
vodik i, §to je jo$ vaZnije, kao reduktivni supstrat gvajakol peroksidaze. Cak i sinteza CGA
reciklira ortofosfat i trosi se redukcijski, omogudujuci fotosintetsku uporabu apsorbiranih
fotona i tako nadalje Stiti od oksidativnog stresa (Xiong i sur., 2017.).



3. Biljni fenoli kao fitoaleksini

Fitoaleksini su inducibilni sekundarni metaboliti koji imaju antimikrobno djelovanje
protiv fitopatogena (Ahuja i sur., 2012.).

Do sada je identificirano i okarakterizirano viSe od 300 fitoaleksina (Dixon i sur., 1983.).
Fitoaleksini ¢ine kemijski heterogenu skupinu tvari. Nekoliko fitoaleksina pripada skupini
fenilpropanoida. Druga velika skupina fitoaleksina pripada spojevima terpenoida. Neki od
fitoaleksina su alkaloidi, a neki fitoaleksini pripadaju derivatima masnih kiselina. Taksonomski
srodne biljne vrste mogu proizvesti sli¢ne vrste spojeva fitoaleksina. Izoflavonoidi su Cesti u
Fabaceae (Dixon, 2001.). Seskviterpenoidi su uobicajeni u Solanaceae, a kumarini su glavni
fitoaleksini u biljkama koje pripadaju Umbelliferae (Vidhyasekaran, 2002.). Fitoaleksini na bazi
indola, koji sadrze sumpor, jedinstveni su za Cruciferae (Dixon, 2001.). Postoje neke iznimke
od ovih generalizacija kao Sto su npr. fitoaleksini stilbena koji su otkriveni u razlic¢itim biljnim
vrstama kao Sto je vinova loza (Vitaceae) (Thomzik i sur., 1997.), kikiriki (Leguminosae)
(Steffens i sur., 1989.) i Sec¢erna trska (Poaceae) (Brinker i Seigler, 1991.).

U nekim interakcijama domacin-patogen, fitoaleksini mozda nemaju nikakvu ulogu u
otpornosti na bolesti. Nakupljanje fitoaleksina moze biti samo metabolicki proces aktiviran
stresom. Fitoaleksini se mogu akumulirati u osjetljivim i rezistentnim interakcijama zbog
infekcije. U grasku, uzrocnik, Fusarium solani f. sp. pisi, inducira viSe pisatina nego nepatogen,
F. solani f. sp. phaseoli (Kendra i Hadwiger, 1987.). Inokulacija s F. solani f. sp. pisi viSestruko
inducira PAL u grasku i veci je od onog izazvanog nepatogenom F. solani f. sp. phaseoli (Loschke
isur.,1981.). Deoksiantocijanidinski fitoaleksini brzo se nakupljaju u mezokotilima i u listovima
sirka nakon pokusaja gljivine infekcije patogenima kao i nepatogenima (Nicholson i sur.,
1988.).

3.1. Indukcija fitoaleksina u biljci

U nekim sustavima domacin - patogen, steCenu otpornost karakterizira indukcija
aktivnosti peroksidaze i lipoksigenaze koje dovode do proizvodnje derivata masnih kiselina,
koji pokazuju snaino antimikrobno djelovanje. Stanicha membrana je aktivho mjesto za
indukciju obrambenih mehanizama (Agrios, 2004.).

Indukcija fitoaleksina moZe biti odgodena u osjetljivim reakcijama, a ta bi odgoda
pomogla patogenu da pobjegne iz toksicnog okruzenja stvorenog nakupljanjem fitoaleksina
na mjestu infekcije. U istrazivanju Lo i sur. (1999) demonstrirana je odgodena indukcija na
primjeru infekcije sadnica sirka s gljivom Colletotrichum sublineolum, koja je bila sliéna u
kompatibilnim i nekompatibilnim interakcijama. U navedenom istraZivanju nakon 6 sati od
inokulacije, konidije su proklijale i formirale apresorije. Infektivne vezikule nastale su unutar
epidermalnih stanica na oko 36 sati nakon inokulacije. U tom se razdoblju u otpornoj sorti
nakupila znatna koli¢ina crvenih pigmenata fitoaleksina. Primarne hife izasle su iz vezikule
infekcije do 48 sati nakon inokulacije. Medutim, nastale gljivicne strukture bile su jako
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izoblicene u otpornoj sorti. Nasuprot tome, fitoaleksini su se poceli nakupljati tek 48 sati nakon
inokulacije u osjetljivoj interakciji, a tijekom tog vremena primarne hife su se pojavile iz
vezikula infekcije. Prema istrazivanju Lo i sur. (1999) prikazano je da osjetljive interakcije nisu
utjecale na morfologiju i proliferaciju primarnih hifa. U osjetljivim kultivarima, znacajna
koli¢ina fitoaleksina akumulirala se tek 72 sata nakon inokulacije, ali je do tog vremena
patogen vec uspjesno prodro u tkivo domadina i proliferirao intracelularno.

Drugi primjer razli¢ite indukcije fenola fitoaleksina u biljci je onaj na primjeru gliceolina.
Gliceolinil, Ili lll akumuliraju se sporije u inokuliranoj osjetljivoj sorti soje s Phytophthora sojae
u usporedbi s onom u otpornoj sorti (Bhattacharyya i Ward, 1986.). Gliceolin se nakuplja u
otpornim korijenima soje 2 sata nakon inokulacije patogenom, ali tek nakon 12 sati u
osjetljivim korijenima. KasSnjenje u sintezi fitoaleksina u zarazenom osjetljivom domacinu
mozZe biti posljedica odgodene stimulacije aktivnosti biosintetskih enzima fitoaleksina. U
osjetljivim tkivima soje inficiranim s P. sojae, aktivnost biosintetskih enzima fitoaleksina ostala
je ista ili je samo malo visa nego u neinokuliranim kontrolama tijekom eksperimentalnog
razdoblja od 2-8 sati nakon inokulacije. Nasuprot tome, u nekompatibilnoj interakciji doslo je
do rane stimulacije razli¢itih enzimskih aktivnosti pocevsi 2-4 sata nakon inokulacije s
nakupljanjem fitoaleksina (Hahn i sur., 1985.). U korijenju soje inokuliranom P. sojae, uo¢eno
je povecanje aktivnosti dihidroksipterokarpan 6a-hidroksilaze, enzima koji katalizira
proizvodnju neposrednog prekursora gliceolina, 6 sati ranije u rezistentnim nego u osjetljivom
korijenju (Bonhoff i sur., 1986a,b.). Sugerira se da proizvodnja mRNA za enzime koje dovode
do biosinteze fenilpropanoida u kotiledonima soje odgodena kao odgovor na infekciju s
kompatibilnim patogenom, ali to je rani odgovor u nekompatibilnoj interakciji. Odgodeno
otpustanje prekursora fitoaleksina takoder moZe odgoditi sintezu fitoaleksina. Prekursori
gliceolina, konjugati daidzeina prisutni su u viSim razinama u kultivaru soje osjetljivoj na P.
sojae u usporedbi s onom u otpornoj sorti. U nekompatibilnim reakcijama doslo je do izrazitog
i trenutnog smanjenja razine konjugata. Te su razine pale na manje od polovice svojih izvornih
razina do 24 sata i na gotovo nemjerljive razine unutar samo 48 sati. Paralelno s tim, doslo je
do akumulacije slobodnog daidzeina i gliceolina. Nasuprot tome, kompatibilnu reakciju
karakteriziralo je odgodeno nestajanje konjugata daidzeina, gotovo stehiometrijsko
nakupljanje daidzeina i malo ili nimalo nakupljanje gliceolina. U kompatibilnim reakcijama
sintetizirane su samo niske razine gliceolina unatoc¢ nakupljanju vrlo velikih koli¢ina slobodnog
daidzeina. To sugerira da u trenutku kada se izoflavoni oslobode, veéina stanica u osjetljivim
inficiranim tkivima viSe nije sposobna za biosintezu gliceolina. Odgodeno otpustanje daidzeina
iz njegovih konjugata moZze biti vazno u patogenezi patogena (Graham i sur., 1990.).



3.2. Sinteza, translokacija i akumulacija fitoaleksina u biljci

Jednom nakon $to je doslo do indukcije fitoaleksina zbog napada patogena, dolazi do
njihove sinteze u napadnutim stanicama. Do otpustanja ovih fitoaleksina moze doci u ovisnosti
o mjestu infekcije. Mjesto sinteze i nakupljanja fitoaleksina proucavana je u interakcijama sirka
(Sorghum) i gljive iz roda Colletotrichum. Zabiljezeno je da se tri fitoaleksina iz spojeva
deoksiantocijanidina akumuliraju u sirku kao odgovor na gljivicnu infekciju (Hipskind i sur.,
1990.), vazni fitoaleksini su luteolinidin i apigenidin (Snyder i sur., 1991.). Ovi fitoaleksini su
pigmentirani i oni se najprije akumuliraju u stanici koja je uglavnom podvrgnuta napadu gljive
Colletotrichum graminicola. Subcelularne inkluzije poput vezikula pojavljuju se u stanici
domadina na kojoj je formiran apresorij (miceliji gljive parazita), migriraju na mjesto
pricvrséivanja apresorija, spajaju se i na kraju pucaju otpustajudi svoj sadrzaj u samu stanicu
domacdina (Snyder i Nicholson, 1990.). Inkluzije su usmjerene na mjesta prodora gljiva. Jezgrina
migracija, strujanje citoplazme i odredeni unutarstani¢ni pH stani¢ni su mehanizmi koji
osiguravaju okruZenje za promet inkluzijama i otpustanje fitoaleksina do mjesta prodiranja
(Nielsen i sur., 2004.). Fitoaleksini se takoder mogu i izlucivati iz stanica Sto je pokazano
koristenjem stani¢nih kultura krumpira. Lubimin, risitin i solavetivon su vazni fitoaleksini
krumpira koji se akumuliraju u suspenzijski kulturama stanica krumpira inokuliranima s
nekompatibilnom ili kompatibilnom rasom fitopatogene pseudogljive Phytophthora infestans.
Veliki udio svakog fitoaleksina u mediju kulture sugerira da se fitoaleksini difundiraju u medij
iz stanica u kojima su bili sintetizirani. Moguce je da se fitoaleksini sintetiziraju u zdravim Zivim
stanicama, a zatim izlaze i akumuliraju se u susjednom nekroti¢nom tkivu (Brindle i sur.,
1983.).

U nekim osjetljivim interakcijama mozZe se akumulirati samo manja koli¢ina fitoaleksina
u usporedbi s tim u rezistentnim interakcijama. U otpornim biljkama zobi, fitoaleksin
avenalumin nakuplja se u ve¢im koli¢inama u usporedbi s onim u osjetljivim biljkama, a hife
infekcije Puccinia coronata f. sp. avenae bile su znacajno kraée kod otpornih biljaka zobi
(Mayama i sur., 1995.). Infekcija lis¢a boba (Vicia faba L.) s Botrytis fabae rezultirala je
nakupljanje fitoaleksina wyeronske kiseline u otpornim i osjetljivim kultivarima boba. Brzo
nakupljanje wyeronske kiseline uoceno je u listovima otpornih kultivara koji su dosegli razine
vise nego dvostruke od osjetljivih kultivara (Nawar i Kuti, 2003.).

Osjetljivo lis¢e soje inokulirano s P. sojae akumulira manje koli¢ine gliceolina od
otpornog lis¢a soje (Ebel i Grisebach, 1988.). Dva fitoaleksina [1,3-dion-5-oktil-ciklopentaen
(tsibulin 1d) i 1,3-dion- 5-heksil-ciklopentaen (tsibulin 2d)] akumulirala su se do vrlo visoke
razine kada su lukovice luka bile inokulirane nepatogenom. Kada je patogen luka, Botrytis allii,
inokuliran, nakupljanje fitoaleksina bilo je gotovo zanemarivo (Dmitriev i sur., 1990.). Kada su
osjetljive i otporne sorte slanutka inokulirane s Ascochyta rabiei, povecanje medikarpina bilo
je zanemarivo u osjetljivom kultivaru, a drugi fitoaleksin, maackiain, uopce se nije mogao



detektirati. Nasuprot tome, otporna sorta pokazala je nakupljanje velikih koli¢ina oba
fitoaleksina (Weigand i sur., 1986.).

Biljke nakupljaju viSe spojeva fitoaleksina. Na primjer, luteolinidin, 5-
metoksiluteolinidin, apigeninidin i ester kofeinske kiseline 5-O-arabinozil-apigenidina
otkriveni su kao fitoaleksini u sirku. Sva Cetiri fitoaleksina akumulirana su u rezistentnoj sorti
nakon inokulacije s Colletotrichum sublineolum, dok su se samo apigeninidin i ester kofeinske
kiseline 5-O-arabinozil apigeninidina akumulirali u osjetljivim interakcijama. Biotestovi In vitro
ispitivanja pokazali su da luteolinidin i 5-metoksiluteolinidin imaju veéu toksi¢nost za patogen
od druge dvije komponente fitoaleksina (Lo i sur., 1999.)

lako se nekoliko fitoaleksina inducira u rezistentnim i osjetljivim interakcijama, za neke
od njih utvrdeno je da su inducirani samo u rezistentnim interakcijama. Na primjer, fitoaleksin
luteolinidin induciran je samo u rezistentnim interakcijama u inokuliranom sirku s
Colletotrichum sublineolum (Lo i sur., 1999.). Kulture stani¢ne suspenzije kultivara jabuke
otporne na krastavost proizvele su benzofuran fitoaleksin, 2,4- metoksi-3-hidroksi-9-O b-D-
glukoziloksidibenzofuran (malusfuran), u vrijeme stresa. Suspenzijske kulture sorte jabuke
osjetljive na krastavost, kada su bile izloZzene na sli¢an nacin nisu pokazale mjerljiv odgovor
(Hrazdina i sur., 1997.).

3.3. Interakcija fitoaleksina s patogenom

Fitoaleksini se prepoznaju samo na temelju svoje antimikrobne aktivnosti (VanEtten i
sur., 1994.). Za vecinu njih je prijavljeno da su visoko fungitoksi¢ni (Schutt i Netzly, 1991.,
Hrazdina i sur., 1997.; Lo i sur., 1999.). Malusfuran, fitoaleksin iz jabuke (Malus domestica),
inhibira klijanje spora i rast Venturia inaequalis u milimolarnim koncentracijama (Hrazdina i
sur., 1997.), rizin fitoaleksin, sakuranetin visoko inhibira klijanje spora Magnaporthe grisea
(Kodama i sur., 1992), resveratrol inhibira rast hifa gljivicnog patogena lucerne Phoma
medicaginis (Hipskind i Palva, 2000.), pisatin (fitoaleksin graska) inhibira rast micelija nekoliko
gljiva, ukljucujuéi i patogene i nepatogene graska (Delserone i sur., 1999.), fitoaleksini
antocijanidina sirka inhibiraju rast nekoliko gljivica (Schutt i Netzly, 1991.), medicarpin,
fitoaleksin lucerne, inhibira rast micelija Phoma medicaginis, Nectria haematococca i
Phytophthora megasperma f. sp. Medicaginis (Blount i sur., 1992.). Etanolni ekstrakt
wyeronske kiseline u stanju je znacajno smanijiti klijanje spora Botrytis fabae s u vecim
koncentracijama, ali fitoaleksin nema nikakav ucinak na in vitro rast klica B. fabae (Nawar i
Kuti, 2003.). Fitoaleksini mogu potisnuti proizvodnju toksina od strane patogena. Fusarium
sporotrichoides je uzro¢nik fuzarioze pastrnjaka (Pastinaca sativa), proizvodi trihotecene, koji
su snaznog ucinka (Manka i sur., 1985.), takoder toksini se mogu izolirati iz oboljelih biljnih
tkiva (Miller i sur., 1985.). Ksantotoksin i angelicin su furanokumarinski fitoaleksini u
pastrnjaku (Desjardins i sur., 1989b.). Proizvodnja trihotecenskog toksina pomodu F.
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sporotrichoides bila je potpuno inhibirana furanokumarinima u koncentracijama znatno nizim
od onih za koje je prijavljeno da se nakupljaju u zarazenom pastrnjaku (Desjardins i sur.,
1988.). U tkivima korijena pastrnjaka zarazenima s F. sporotrichoides, ksantotoksin i angelicin
akumulirali su se u visokim razinama, dok je trihotecen toksin bio prisutan samo u niskim
razinama. Trihodien, prekursor toksina, koji se nakupljao, ne moze se otkriti u tekucoj kulturi.
Nasuprot tome, u korijenu pastrnjaka, kuhanom u mikrovalnoj peénici zarazenom gljivicom,
otkrivene su vrlo niske razine furanokumarina i trihodiena, a razina trihotecenskog toksina bila
je usporediva s onom opazenom u tekuéim kulturama (Desjardins i sur., 1989b.).

3.3.1. Detoksifikacija

Zabiljezeno je da patogeni detoksificiraju fitoaleksine domacina. Uzrocnici bolesti
graska su vrlo tolerantni na fitoaleksin pisatin iz graska i poznato je da detoksificiraju pisatin
(VanEtten i sur., 1989.). Tolerancija na fitoaleksin i procesi detoksikacije detaljno su
proucavani na populaciji Nectria haematococca MP VI (anamorf Fusarium solani f. sp. pisi),
patogenu graska.

Patogeni mogu potisnuti nakupljanje fitoaleksina u osjetljivim interakcijama. Kada je
lis¢e rize inokulirano nekompatibilnom rasom Magnaporthe grisea, proizvodnja fitoaleksina
je otkrivena 36-48 sati nakon inokulacije, kada je pocelo umetanje hifa infekcije. U to vrijeme
fitoaleksin nije otkriven u lis¢u rize inokuliranom kompatibilnom rasom patogena. Opcenito,
pojava fitoaleksina bila je 12-24 sata brza u nekompatibilnoj interakciji nego u kompatibilnoj
interakciji. Ova specifi¢nost rase je nestala kada su primijenjene spore uniStene toplinom i
fitoaleksin se pojavio nakon 48 sati u obje nekompatibilne i kompatibilne interakcije.
Komponente zida hifa (elicitori) iz kompatibilnih i nekompatibilnih rasa M. grisea inducirale su
slicnu koli¢inu fitoaleksina. Rezultati sugeriraju da kompatibilni patogen moZe potisnuti
nakupljanje fitoaleksina, dok bi njegova komponenta stani¢ne stijenke mogla brZze inducirati
fitoaleksine. Specificnost rase u izazivanju fitoaleksina uocena je kada se primjenjuju Zive
spore, a ne u tretmanima sa sporama ubijenim toplinom ili komponentama stani¢nom
stijenkom hifa. Supresor ili sustav supresije u Zivim gljivicnim stanicama moZe postojati
(lwakuma i sur., 1990.).

Indukcija fitoaleksina u lis¢u je€ma nekompatibilnom rasom Blumeria graminis f. sp.
hordei je potisnut preliminarnom inokulacijom s kompatibilnom rasom (Oku i sur., 1980.).
Tekuéina za klijanje piknospora Mycosphaerella pinodes, patogena graska, sadrzi i pobudivace
i supresore za nakupljanje pisatina u grasku (Shiraishi i sur., 1978.; Oku i sur., 1987.). Elicitori
induciraju gen PAL u grasku, dok ga supresori potiskuju (Hiramatsu i sur., 1986.). Sli¢ni elicitori
i supresori izolirani su iz P. sojae, patogena soje (Ziegler i Pontzen, 1982.). Supresor izoliran iz
patogena graska, M. pinodes, odgodio je nakupljanje enzima PAL i CHS mRNA za 3 sata u
grasku. Doslo je do odgode od 6 sati u poveéanju aktivnosti enzima PAL i i do supresije
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nakupljanja pisatina od 6 do 9 sati zbog tretmana supresorima (Yamada i sur., 1989.). Supresor
izoliran iz M. pinodes potisnuo je aktivnost ATP-aze u plazma membrani graska. Dodatak
elicitora nije utjecao na aktivnost ATP-aze u plazma membrani graska. Inhibicija aktivnosti
ATP-aze u plazma membrani graska in vitro je usko povezana sa supresijom proizvodnje

pisatina in vivo (Yoshioka i sur., 1990.).

12



4. Biljni fenoli kao fitoanticipini

Fitoanticipini su antifungalni spojevi niske molekularne mase koji su prisutni u
biljkama prije zaraze gljivicnim patogenima ili se proizvode nakon infekcije isklju¢ivo od veé
postojedih sastavnih dijelova molekule (VanEtten i sur., 1995.). U biljkama su otkriveni brojni
antifungalni fitoanticipini. Fitoanticipinima pripada nekoliko kemijskih spojeva ukljucujuci
fenolne kiseline (Luthria i Mukhopadhyay, 2006.), di- i trihidroksi fenole (Vidhyasekaran,
1988.), flavanone (Rakwal i sur., 2000.), flavonoidi (Guetsky i sur., 2005.), izoflavoni (Morkunas
i sur., 2005., Wegulo i sur., 2005.), izoflavonoide (Graham i Graham, 1991.), izoflavani
(Meragelman i sur., 2005.), izoflavanoni (Monache i sur., 1996.), glukozidi izoflavonoida
(Graham, 1991.), furanokumarini (Lombaert i sur., 2001.), antocijanidini (Hammerschmidt i
Nicholson, 1977., Vidhyasekaran, 1988.) i glukozinolati (Brader i sur., 2006.).

U biljkama je otkriveno je nekoliko fenola i fenilpropanoida koji mogu djelovati kao
fitoanticipini (Vidhyasekaran, 1988.). Klorogenska kiselina i kafeinska kiselina su uobicajene
fenolne kiseline otkrivene u patlidzanu (Solanum melongena) (Luthria i Mukhopadhyay,
2006.). Ferulinska, p-kumarinska i siringinska kiselina se obi¢no nalaze u kultivarima psSenice
(Southerton i Deverall, 1990.). Flavonoid epikatehin ima vaznu ulogu kao fitoanticipin u
plodovima avokada (Guetsky i sur., 2005.). Nekoliko izoflavonoida kao Sto su genistein i luteon
otkriveni su u lupini (Lupin luteus) (Morkunas i sur., 2005.). Koncentracije ovih izoflavonoida
porasle su u lupini nakon infekcije s Fusarium oxysporum (Morkunas i sur., 2005.). Daidzein,
genistein i glicitein su izoflavoni otkriveni u soji, koncentracije ovih izoflavona povedavaju se
nakon infekcije bakterijom Sclerotinia sclerotiorum (Wegulo i sur., 2005.).

Antocijanini su glikozidi antocijanidina i konac¢ni produkti metabolizma flavonoida,
te ih obi¢no nalazimo u lis¢u kukuruza (Hammerschmidt i Nicholson, 1977). Furanokumarini
se pojavljuju u mnogim biljkama, posebno u vrstama Umbelliferae, Fabaceae, Rutaceae i
Moraceae (Pathak i sur., 1962.). Furanokumarini su heterociklicki spojevi dobiveni iz kumarina
dodatkom furanskog prstena na polozajima 6,7 (linearni furanokumarini) ili 7,8 (angularni
furanokumarini). Furanokumarini angelicin, bergapten, psoralen, trimetilpsoralen,
ksantotoksin, izopimpinelin i sfondin identificirani su u biljkama celera (Ataga i sur., 1993.).
Ksantotoksin i bergapten su furanokumarini otkriveni u pastrnjaku i perSinu (Lombaert i sur.,
2001.).
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4.1. Flavonoidi

Flavonoidi su polifenolni spojevi koji su u biljnom svijetu vrlo rasireni. Sluze kao
signalne molekule, obrana od patogenih gljivica i mikroorganizama, detoksificirajuéi agensi,
sredstva koja poti¢u klijanje sjemenaka i spora, zaStita od ultraljubicastog zradenja,
alelokemijski agensi, kod prilagodbe na razli¢ite okoli$ne ¢imbenike kao Sto su visoke i niske
temperature, susa i ekstremne promjene saliniteta, a zbog Zivih boja privlade oprasivace i
Zivotinje koje se hrane plodovima te time potpomazu reprodukciju (Von Elbe i Schwartz, 1996.,
Davies, 2000.). Modifikacije uvjetuju brojne reakcije poput dimerizacije, metilacije,
glikozilacije hidroksilnih grupa i flavonoidne jezgre, hidrogenacije ili hidroksilacije (Hassan i
Mathesius, 2012., Sugiyama i Yazaki, 2014.). Zahvaljujuci tim brojnim reakcijama flavonoidi se
mogu pojavljivati kao metilirani derivati ili aglikoni, no naj¢esée ih ipak susreéemo u obliku
glikozida. Flavonoide moZzemo podijeliti na flavone, flavanole, flavonole, flavanone, izoflavone
i antocijanine sa vec¢im ili manjim promjenama u kemijskoj strukturi (Dai i Mumper 2010.).

Brojna su pozitivna svojstva i ucinci flavonoida. Poznato je da djeluju antibakterijski
tako da inhibiraju enzime i ionske kanale te time sprijeCavaju stvaranje i Sirenje bolesti koje su
uzrokovane razli¢itim bakterijskim toksinima. To je moguce zahvaljujuéi ¢injenici da bakterije
u svom sastavu nemaju cAMP fosfodiesterazu i lipoksigenazu, eukariotske enzime za koje se
smatra da su vazna mjesta djelovanja samih flavonoida. Takoder, flavonoidi imaju sposobnost
inaktiviranja mikrobnih adhezina i enzima povezivanjem sa proteinima bakterija kovalentnim
ili vodikovim vezama (Kumar i Pandey, 2013.). Veliki broj otkrivenih flavonoida i njihova
razli¢ita kemijska struktura, takoder upucuju na to da su sve viSe prisutniji u biljkama. Veéinom
su sintetizirani iz p-kumaroil-CoA i malonil-CoA, iako postoje i oni flavonoidi koji su sintetizirani
iz cimetne i dihidrokumarne kiseline (Mierziak i sur., 2014., Hassan i Mathesius, 2012.). Nakon
sinteze, dolazi do njihove akumulacije naj¢esée na vrhu korijena, tj. u stanicama korijenove
kape, dok su njihovi krajnji produkti specifiéno lokalizirani u odredene vrste stanica i njihove
organele: jezgru, vakuolu, staniénu membranu, stani¢nu stijenku i citoplazmu. Za njih je, osim
toga, specificna i mogucnost transporta s jednog lokaliteta izmedu razli¢itih stanica/tkiva na
drugi lokalitet, a sve to, kao i njihova sinteza, reguliraju se faktorima transkripcije (Hassan i
Mathesius, 2012.).

Flavonoidi sudjeluju u obrani organizma (posebice korijena) od raznih patogena, od
bakterija, gljivica, insekata, a to se vedinom pripisuje njihovoj antioksidativnoj sposobnosti.
Neka su istraZzivanja pokazala da dolazi do povecane sinteze nekih vrsta flavonoida
(npr.fitoaleksina). Pretpostavlja se da je mehanizam zastite i otpornosti na gljivice i njihove
infekcije kod fitoaleksina povezan sa smrcu stanice i ulaskom kalcijevih iona popracenih
alkalizacijom apoplasta kroz izmjenu kalijevih i vodikovih iona. Ta izmjena dovodi do
depolarizacije membrane stanice te time dolazi do produljenog razdoblja oksidacijskog stanja.
Izoflavonoidi, kao i svi flavonoidi, su izuzetno dobri antioksidansi, te se smatra da su oksidirani
tijekom cijelog ovog procesa Sto moze dovesti do stvaranja slobodnih toksi¢nih radikala koji
¢e onda uzrokovati smrt stanica (Hassan i Mathesius, 2012.).
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Medikarpin, izoflavonid iz graska i lucerne, primjerice ima antimikrobna svojstva te stiti
biljke od patogenih gljivica kao Sto je Rhizoctonia solani. Pisatin iz graska, takoder zasticuje
biljku i pridonosi njenoj otpornosti na gljivicu Nectria haematococca (Hassan i Mathesius,
2012.).

Szoboszlay i suradnici (2016) su u svom radu proucavali utjecaj naringenina i 7,4'-
dihidroksiflavona na bakterije koje se nalaze u blizini korijenskog eksudata kod ve¢ spomenute
lucerne. Kod naringenina nije pronaden pozitivan ucinak, toc¢nije nije inhibirao rast patogena
u tlu, dok je 7,4'-dihidroksiflavon pokazao pozitivan rezultat te je jedan od potencijalnih
kanditata flavonoida koji mozZe utjecati na interakcije izmedu biljke i patogenog organizma.

Jedne od Stetnijih patogena koje napadaju preko 2500 biljnih vrsta domacina, posebice
rajCicu, papriku i krastavce koji se uzgajaju u plastenicima, tj zastiéenim prostorima jesu
nematode. No i tu flavonoidi igraju svoju zastitnu funkciju. Nematode su oblié¢i mikroskopskih
veli¢ina koje moZzemo ubrajati medu Stetnike prilikom proizvodnje povréa jer nastanjuju osim
tekucih i stajacih voda, i tlo te biljke. Paraziti su na svim dijelovima biljke, ali posebice na
korijenu te izazivaju biotski stres, i dovode do susenja i propadanja biljaka. Nematode usnom
bodljom probijaju i oStecuju epidermu i pritom siSu stani¢nu tekudinu, ali takvim osStecivanjem
stanica epiderme takoder omogucuju ulazak drugim biljnim patogenima u biljku, poput virusa,
bakterija ili gljivica (Poje, 2016.).

Razli¢itim istrazivanjima dokazano je da neki flavonoidi djeluju kao repelenti za neke
vrste obli¢a, tj. da oni flavonoidi koji su izlu¢eni u rizosferu odbijaju te nametnike od korijena
i zasticuju biljku od infekcija (Hassan i Mathesius, 2012.). Flavonoidi se uvijek nalaze u blizini
korijena, Cineci korijenski eksudat te time pokazuju uklju¢enost pri zastiti biljke od ovakvih
patogena, za razliku od terpena koji vrlo lako mogu ispariti (Sugiyama i Yazaki, 2014.). Kod
nekih biljaka poput Medicago truncatula Gaertn zbog nesto manje koncentracije flavonoida,
dolazi do stvaranja ozlijeda napadom nametnika, no ipak u manjoj mjeri (Hassan i Mathesius,
2012.). Kod Plantago lanceolata L. pronadena je veca koli¢ina glikozida, poput aukubina i
katapola, u eksudatima korijena nakon sto je korijen inficiran nematodama, $to bi znacilo da
se koncentracija obrambenih spojeva povecava nakon infekcije biljke patogenim
organizmima. Stoga se flavonoidima pripisuje utjecaj na ponasanje ovih nametnika, a time i
zastita razlicitih biljnih kultura (Dam i Bouwmeester, 2016.).

4.2. Salicilna kiselina

Salicilna kiselina je ubikvitorna signalna molekula ukljuéena u razli¢ite fizioloske
procese, kao $to je klijanje, cvjetanje, otvaranje/zatvaranje pudi i patogeneza (Lucas i Lee,
2004.). Endogena SA je kljucni signal uklju¢en u aktivaciju odgovora biljke na napade gljiva,
bakterija i virusa. Takoder, salicilna kiselina ima vainu ulogu u rastu biljaka, termogenezi,
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cvjetanju i unosu hranjivih tvari. Utje€e na biosintezu etilena, zatvaranje i otvaranje puci te
takoder ponistava ucinke apscizinske kiseline (ABA) na opadanje listova (Taiz i Zeiger, 2010.).

Salicilna kiselina je okarakterizirana visokom metabolickom i fizioloSkom aktivnos¢u
koje omogucuju obavljanje regulatorne funkcije u biljnom razvoju i reakciji na bioticke i
abioticke ¢imbenike stresa. U uvjetima bez stresa, salicilna kiselina je prisutna u biljnim tkivima
u koli¢inama od nekoliko mg do nekoliko ng/g svjeZze mase. Prema tome, salicilna kiselina je
vazna kao signalna molekula koja je uklju¢ena u aktivaciju odgovora biljke na napade gljiva,
bakterija i virusa (Taiz i Zeiger, 2010.).

Veliki znacaj i uska povezanost sinteze proteina povezanih s patogenezom (PR) i
ispoljavanja sustavno stecene otpornosti (SAR) proucavana je na biljkama u Cciji je genom
ugraden gen nahG. Ove biljke ne akumuliraju salicilnu kiselinu ili PR proteine i ne induciraju
SAR kao odgovor na napad patogena. Naime, funkcija nahG gena je kodiranje enzima salicilat-
hidroksilaze koji hidrolizira salicilnu kiselinu u katehol. Biljke koje poseduju ovaj gen ne mogu
akumulirati salicilnu kiselinu i samim tim ne ispoljavaju SAR. Eksperimenti sa nahG
transformiranim biljkama pokazali su da je salicilna kiselina esencijalna signalna molekula koja
omogucava ispoljavanje SAR nakon infekcije (Taiz i Zeiger, 2010.).

Aktivnost salicilne kiseline usko je povezana sa proizvodnjom raznih reaktivnih
kisikovih jedinki (ROS). To je posebno vazno kada se ROS proizvode na mjestu infekcije zato
Sto mogu aktivirati apoptozu i smrt patogena. SA i ROS pokazuju medusobnu ovisnost u
kontroli mnogih stani¢nih procesa. Istrazivanja provedena na biljkama duhana, zarazenim
virusom mozaika duhana pokazala su znatnu akumulaciju SA, stjecanje otpornosti te razvoj
sustavne otpornosti kod ovih biljaka. Nadalje, tretman biljaka salicilnom kiselinom jedan je od
najucinkovitijih nacina zastite biljaka od nepozeljnih abiotickih i biotic¢kih ¢imbenika. Iz mnogih
istrazivanja proteklih godina dokazana je uloga SA kao sekundarnog glasnika u prepoznavanju
i pojacavanju vanjskih signala (Krasavina, 2007.). Ova kiselina se osim u citoplazmi, pojavljuje
i u apoplastu. Dobro je poznata sposobnost biljke u izlu¢ivanju hlapljivog derivata
metilsalicilata (MeSA), Sto se moZe povezati s mogu¢om izvan stani¢nom lokalizacijom SA u
bilinom tkivu. Za istraZivanja koja su usmjerena na proucavanje uloge salicilne kiselina u
odgovoru biljaka na stresne cCimbenike naj¢eSée se upotrebljavaju tri eksperimentalna
pristupa. Prvi je pristup ispitati otpornost na stres biljaka tretiranih s razlicitim
koncentracijama salicilne kiseline. Drugi je pristup proucavanje utjecaja pojedinih ¢imbenika
stresa na razinu salicilne kiseline u biljnim tkivima i njegovom odnosu s drugim biokemijskim i
fizioloskim parametrima odgovornima za otpornost. Posljednji pristup sastoji se u testiranju
otpornosti transgenih biljaka koje imaju poveéane ili smanjene razine salicilne kiseline ovisno
o ¢imbenicima stresa. Primjeri takvih istraZzivanja su mnogobrojni. Ispitujuéi u¢inak nedostatka
vode na akumulaciju salicilne kiseline te aktivnost dva enzima koji su uklju€eni u sintezu SA iz
fenilalanina, tj. PAL i BA2H. Bandurska i Cieslak (2012) su utvrdili da umjereni deficit vode
povecava aktivnost oba enzima kao i razinu salicilne kiseline u listovima i korijenima sadnica
kukuruza, ukazujuéi na aktivaciju alternativnog puta biosinteze salicilne kiseline u biljkama
koje su izloZzene susi. Nadalje, salicilna kiselina akumulirana u biljkama koje rastu u uvjetima
nestasice vode moze se ukljuditi u regulaciju mehanizama odgovornih za otpornost na susu
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kroz kontrolu ravnoteze vode i aktivaciju antioksidacijskog sustava. Daljnjim je istrazivanjima
utvrdeno da egzogena primjena salicilne kiseline uéinkovito utje¢e na metabolicke i fizioloSke
procese biljaka koji mogu povecati njihovu otpornost na susu. Salicilna kiselina ublazava
negativni ucinak vodnog deficita na vodni status tkiva, provodnost vode, sadrzaj klorofila,
svojstva membrana i fizioloSke aktivnosti biljaka. Prema tome, salicilna kiselina bi se mogla
koristiti kao potencijalni regulator rasta za poboljSanje prinosa usjeva pri ograni¢enoj kolicini
vode u tlu (Hayat i sur., 2010.).

4.3. Lignin

Lignin je visoko razgranat polimer fenilpropanskih skupina. Nakon celuloze, to je
najobilnija organska tvar prisutna u biljkama. Precizna struktura lignina jos uvijek nije poznata.
Bududi da je kovalentno vezan na celulozu i druge polisaharide stani¢ne stijenke, vrlo ga je
tesko ekstrahirati iz biljnog materijala. Lignin nastaje dehidratacijskom polimerizacijom triju
fenilpropanskih alkohola — koniferila, kumarila i sinapila, koji se sintetiziraju iz fenilalanina
preko derivata cimetne kiseline. Gradevne jedinice lignina prenose se na mjesta njegove
biosinteze u obliku B-glikozida glukokumaril alkohola, koniferina i siringina, koji su lakSe topivi
u vodi i ne polimeriziraju spontano. Na mjestima sinteze lignina alkoholi se oslobadaju
djelovanjem enzima B-glukozidaze i enzimatski se dehidriraju u radikale koji se na razlicite
nacine spajaju u tri dimenzije i ulazu izmedu celuloznih mikrofibrila u stani¢noj stijenci.
Spajanje fenilpropanskih alkohola u polimer kataliziraju enzimi peroksidaze. Peroksidaze
kataliziraju oksidaciju fenilpropanskih alkohola, stvaraju¢i meduspojeve sa slobodnim
radikalima koji se neenzimski kombiniraju tvoredi lignin. U molekuli lignina ¢esto postoje
visSestruke veze na svaku jedinicu fenilpropanskog alkohola, sto rezultira kompleksnom
strukturom koja se grana u tri dimenzije. Mehanicka ¢vrstoca lignina ucvrscuje stabljiku i
provodna tkiva, omogucavajuci uspravan rast, te provodenje vode i mineralnih tvari kroz
ksilem pod negativnim tlakom, a da tkivo pritom ne kolabira (Pevalek-Kozlina, 2003.).

Lignin je klju¢na strukturna komponenta koja sluZi za o¢uvanje integriteta stani¢ne
stijenke, koja pruza ¢vrstocu vaskularnim biljkama, omogucuje transport vode i otopljenih
tvari kroz provodne elemente vaskularnog sustava te osigurava fizicku prepreku za
fitopatogene i druge oblike stresa iz okolisa. Lignifikacija je stanicni proces u kojemu se lignin
ugraduje u stani¢nu stijenku. Ovaj se proces odvija u tri faze: (1) biosinteza monolignola u
citosolu, (2) prijenos monolignola do stani¢ne stijenke, (3) zatim njihova oksidativna
dehidrogenacija i polimerizacija (Liu i C.J. 2012.). U usporedbi s ostalim polimerima stani¢ne
stijenke kao Sto su pektini i hemiceluloza, koji ne nastaju na staniénoj stijenci ve¢ se do nje
prenose, stvaranje ligninskih polimera odvija se izravno u stani¢noj stijenci oksidativnhom
polimerizacijom prethodno stvorenih lingninskih monomera (Barros i sur., 2015.).
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Prva linija obrane od nametnika u biljci je lignin, koji se nakuplja u stani¢noj stjenci,
ovaj spoj zajedno s celulozom i hemicelulozom cini fizicku barijeru koja sprje¢ava prodor u
unutrasnjost stanice (Ferrer i sur., 2008.).

4.4. Fenolni glukozinolati kao fitoanticipini

Glukozinolati (tioglukozidi) su sekundarni biljni metaboliti koji se uz karotenoide,
fenolne spojeve (npr. flavonoide), kumarine i druge spojeve smatraju fitokemikalijama. Sami
glukozinolati su fizioloSki neaktivni. Tek njihovom razgradnjom, koja moZe biti enzimska ili
neenzimska (kemijska, toplinska), oslobadaju se raznovrsni hlapljivi spojevi koji pokazuju Citav
niz bioloskih aktivnosti: djeluju kao antioksidansi, antibakterijski, antivirusno, protuupalno,
jacaju imunoloski sustav i omogucavaju stani¢ni popravak.

Sastoje se od zajednickog glikozidnog dijela i varijabilnog bo¢nog lanca (Mithen, 1992.).
Glukozinolati se dobivaju iz aminokiselina biosintetskim putem koji se sastoji od dva dijela. U
pocetku postoji faza produljenja lanca nakon koje slijedi biosinteza specificnog dijela molekule
glusinolata. Bocni lanci su izvedeni iz aminokiselina poput metionina, triptofana i fenilalanina
(Underhill i sur., 1973.). Indolil glukozinolati su izvedeni iz triptofana (Mithen i Magrath,
1992.). Glikonski dio se razvija kroz sloZzen niz opéih meduprodukata koji sadrze dusik i sumpor
(Underhill i sur., 1973.).

Dokazano je da su glukozinolati uklju¢eni u otpornost na bolesti (Brader i sur., 2006.).
Glukozinolati nisu toksi¢ni za gljivicne patogene, ali produkti hidrolize glukozinolata su
fungitoksicni (Doughty i sur., 1991.). 1-metoksiglukobrasicin i sinigrin ne inhibiraju rast
patogena sjemena uljane repice Leptosphaeria maculans in vitro. Medutim, svi glukozinolati
(sinigrin, glukonapin, glukobrasicin i 1-metoksiglukobrasicin) smanjuju rast gljivica kada su
dodani na kulture koje sadrze mirozinazu. Progoitrin nije fungitoksican ¢ak i u prisutnosti
mirozinaze. Sinigrin u prisustvu mirozinaze ima najizrazeniji ucinak. Hlapljivi produkti sinigrina
i glukonapina snazno inhibiraju L. maculans i nije doslo do rasta na petrijevim zdjelicama.
Rezultati pokazuju da su produkti hidrolize glukozinolata fungitoksi¢ni, a ne sami glukozinolati,
a toksi¢nost ovih proizvoda hidrolize varira medu glukozinolatima. Mithen i sur. (1986.)
pokazali su da su proizvodi hidrolize glukobrasicina visoko toksi¢ni za gljive. Daljnja
antifungalna aktivnost produkata hidrolize moZe se pripisati proizvodima koji posjeduju
indolnu jezgru, a ne tiocijanatni ion. Od indolnih spojeva, indolil-3-karbinol je imao najveéu
aktivnost (Mithen i sur., 1986.). Glukozinolati mogu posluziti kao izvor za sintezu fitoaleksina
u listovima uljane repice (Connisur., 1988.). Fitoaleksin ciklobrasinin nakuplja se u li$¢u uljane
repice zbog infekcije s Alternaria brassicae. Ovaj spoj je izveden iz triptofana, a indolil-
glukozinolati su takoder izvedeni iz triptofana. Stoga je predloZeno da fitoaleksin bude izveden
iz indolil glukozinolata (Hanley i Parsley, 1990). Fitoaleksin djeluje inhibitorno na patogene.
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Pokazalo se da biljke osjetljive na patogene sadrze manje glukozinolata. Tipovi gena u
Brassica oleracea i B. rapa osjetljivi na L. maculans pokazuju manji sadrzaj glukozinolata od
rezistentnih genotipova (Mithen i sur., 1987a). Visoke razine otpornosti na Peronospora
parasitica pronadene su kod divljih pripadnika skupine B. oleracea (Greenhalgh i Mitchell,
1976.). Divlje populacije sadrzZe vise ukupnog sadrzaja glukozinolata od kultivara (Mithenisur.,
1987b). Sorta kupusa osjetljiva na Peronospora parasitica sadrzavala je manje koncentracije
alilizotiocijanata nego osjetljive sorte (Greenhalgh i Mitchell, 1976.).

Glukozinolati, osim ako nisu hidrolizirani, nisu toksi¢ni za patogene. Hidroliza zahtijeva
visoku aktivaciju mirozinaza u biljkama. Sli¢na aktivacija se mozda neée dogoditi osim ako je
tkivo lista jako oSteé¢eno kao $to je ozljeda od insekata (Mithen i Magrath, 1992.). Hlapljivi
derivati glukozinolata sinigrina nastaju mehanickom maceracijom tkiva lista Brassica. Walker
i Stahmann (1955.) zakljucili su da glukozinolati mozda nisu vazni u otpornosti krstasica na
Plasmodiophora brassicae buduéi da do hidrolize glukozida dolazi samo kada su stanice
domacdina ozbiljno oSteéene, ali postoji intiman kontakt plazmodija s citoplazmom napadnute
stanice, $to ukazuje na manje ili nikakvo oStecenje stanica domacina. lako je poznato da gljive
takoder mogu proizvoditi mirozinazu, jos nije utvrdeno da se u zarazenom liS¢u proizvodi
dovoljno mirozinaze kako bi se oslobodila dovoljna koli¢ina fungitoksi¢nih hidrolitickih
produkata. (Mithen, 1992.).
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5. Primjena fenola u suzbijanju biljnih patogena

Kontrola patogenih mikroorganizama jedan je od vodecih problema u poljoprivrednoj
proizvodnji. Sve vece ogranicenje uporabe sredstava za zastitu bilja, ukljucujudi i fungicide,
proizaslo je iz brige za okoli§ i zdravlje konzumenata, a zbog njihove redovite, Cesto i
prekomjerne uporabe, kao i neprovodenja mjera dobre poljoprivredne prakse dovelo je do
vrlo intenzivnog istraZzivanja mogucnosti iznalazenja alternativnih ekoloskih prihvatljivih
fungicida (Staub, 1991., Kohl i Fokkema, 1998., Zhou i Boland, 1998.). Stoga je interes za
sekundarnim metabolitima iz ekstrakata bilja i poglavito eteri¢nih ulja kao potencijalnih
antimikrobnih agensa za uporabu u konzerviranju hrane, zastiti usjeva i farmaceutskim
primjenama porastao za vrijeme prethodnog desetlje¢a (Isman., 2000., Burt, 2004.). Nadalje,
brzi ¢e porast za potraznjom organski proizvedenog vodéa i povréa povedati potrebu za
prirodnim pesticidima poput etericnih ulja. U novije je vrijeme provedeno mnogo istrazivanja
o antifungalnim aktivnostima etericnih ulja protiv gljivicnih patogena (Kalemba i Kunicka,
2003.). Poznato je kako promjena fenola u biljci ¢ini biljku otpornijom, a postoje dva nacina:
promijeniti biljku (selektirati, dobiti novi kultivar) koja ima drugaciji/potencijalno bolji fenolni
sastav od maticnih biljaka Sto je Cini otpornijom na biljne patogene zbog tih fenola. | drugi
nacin je specificnom prihranom biljke (npr. prihrana odredenim koncentracijama hraniva s
Borom ili nekim drugim hranivima) promijeniti sastav i koncentraciju fenolnih spojeva u biljci
(=promijeniti fenolni profil) gdje tako prihranjena biljka ima vecu otpornost na patogene od
iste biljke koju nismo prihranili borom/promijenili joj sastav fenola (Liakopoulus i
Karabourniotis, 2005., Hegazi i sur., 2008., Paskovic¢ i sur., 2019a.).

5.1. Eteri¢na ulja u suzbijanju biljnih patogena

Eteri¢na ulja su koncentrirani prirodni proizvodi aromaticnih biljaka intenzivnog mirisa
koja se upotrebljavaju joS od davne proslosti u alternativnoj medicini. Ona u sebi sadrze niz
sastojaka koji mogu zaustaviti ili usporiti rast bakterija i drugih mikroorganizama (Bakkali i sur.,
2008.). To su hlapive aromatske koncentrirane hidrofobne uljne tekuéine koje se dobivaju iz
raznih dijelova biljaka kao $to su cvjetovi, pupoljci, siemenke, listovi, grancice, kora, drvo,
plodovi i korijen. Eteri¢na ulja obicno su terpenoidi odgovorni za miris i okus povezani s biljem,
zacinima i parfemima, a nazivaju se i hlapljivim uljima jer lako isparavaju u zrak. Glavni sastojci
eteri¢nih ulja su mono i seskviterpeni uklju€ujuéi ugljikohidrate, fenole, alkohole, etere,
aldehide i ketone odgovorne za bioloSku aktivnost kao i njihov miris. Fenolni spojevi prisutni
u eteri¢nim uljima takoder su poznati kao antimikrobne bioaktivhe komponente. U proslosti
gljivicne vrste roda Aspergillus, Fusarium i Alternaria smatrale su se glavnim biljnim
patogenima u svijetu. Opéenito, biljna eteri¢na ulja i ekstrakti smatraju se nefitotoksi¢nim
spojevima i potencijalno su ucinkoviti protiv velikog broja mikroorganizama (Sahin i sur.,
2004.)
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Kako bakterije imaju moguénost razvijanja otpornosti na antibiotike ne zacuduje
¢injenica kako je utjecaj eteri¢nih ulja na rast i razvoj razli¢itih mikroorganizama vec¢ duzi niz
godina tema znanstvenih istrazivanja. Takva istrazivanja pokuSavaju pronaci druga rjesenja
koja bi se mogla primijeniti za prevenciju i lijecenje bakterijskih bolesti. Vazna prednost
eteri¢nih ulja jest to Sto nisu Stetna za okolis te jednostavnost njihove primjene. Nazzaro i sur.
(2013.) u svojem su istrazivanju naveli kako antimikrobna aktivnost eteri¢nih ulja i mehanizam
njihova djelovanja ovise o njihovim sastojcima te na njih mogu djelovati na nekoliko nacina,
primjerice djelovanjem na membranu ili citoplazmu bakterija (Kalemba i Kunick, 2003.).
Najjaca antimikrobna svojstva u velikom broju slu¢ajeva pokazala su etericna ulja timijana,
origana, metvice, cimetovca, kadulje i klin¢i¢a. U istrazivanju Oussalah i sur. (2005.) o utjecaju
28 razli¢itih eteri¢nih ulja na razvoj bakterija Escherichia coli T. Escherich, Salmonela
typhimurium Loeffler, Staphylococcus aureus Rosenbach i Listeria monocytogenes Murray
najbolja antimikrobna svojstva pokazala su eteri¢na ulja: mravinac Spanjolski, cimetovac list,
cimetovac list — kineski, primorski vrisak i origano. Prema posljednjem istrazivanju Posavac i
sur. (2014.) o utjecaju 12 eteri¢nih ulja na porast fitopatogene gljive Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid najbolje rezultate (nakon Sest dana djelovanja) pokazalo je eteri¢no
ulje timijana, dok su vrlo slab antifungalni uc¢inak imala eteri¢na ulja lavande, gorke narance i
bora. U velikom broju istrazivanja (Sivropoulou i sur., 1996., Marino i sur., 1999., Unlu i sur.,
2010.) eteri¢na ulja timijana, origana i cimetovca pokazala su dobro antifungalno djelovanje
na razlicite mikroorganizme.

Yang i Clausen (2007.) ispitivali su antifungalno djelovanje sedam eteri¢nih ulja i njihov
utjecaj na inhibiciju rasta gljiva Aspergillus niger van Tieghen, Trichoderma viride Pers. i
Penicillium chrysogenum Thom. koristedi dvije razli¢ite metode. Ulja timijana (Thymus zygis L.)
i egipatskog geranija (Pelargonium graveolens L. Herit.) inhibirala su rast svih ispitivanih gljiva
tijekom 20 tjedana prilikom uporabe metode namakanja komada drveta u etericno ulje,
medutim nisu djelovala inhibitorno prilikom uporabe metode u kojoj je gljiva izloZzena
isparavanjima eteri¢nih ulja. Stoga se pretpostavlja da je moguce da monoterpeni koji ¢ine
eteri¢no ulje inhibiraju klijanje spora ili vegetativni rast prilikom kontakta s gljivom. Autori
pretpostavljaju da iako sva ispitivana ulja sadrie ketone u razli¢itim koli¢inama, inhibitorno
djelovanje pojedinog ulja rezultat je djelovanja specificnog ketona ili kombinacije
komponenata koji se nalaze u ulju. Ulje ruZmarina prema Suhr i Nielsen (2003.) imalo je slab
inhibitorni u¢inak na razlicite plijesni (Aspergillus sp., Penicillium sp.) prilikom uporabe metode
direktne primjene ulja, dok je prilikom primjene metode isparavanja ulje pokazalo dobar
inhibitorni ucinak.

Inhibitorni u¢inak pojedinog etericnog ulja mozZe ovisiti o metodi koja se primjenjuje pri
ispitivanju. Ulja koja se sastoje od velikih fenolnih spojeva kao $to su timol i eugenol imaju
bolji u€inak pri direktnoj primjeni, dok ulja koja sadrZe manje nefenolne hlapive spojeve, kao
primjerice citral i limonen, najbolje se primjenjuju metodama gdje je gljiva izloZena
isparavanjima eteri¢nog ulja. Kombinacija razlicitih eteri¢nih ulja ili njihovih komponenti ¢esto
je ucinkovitija od djelovanja pojedinih komponenti kada treba kontrolirati vise razlicitih gljiva,
stoga je potrebno ispitati sinergiju medu eteri¢nim uljima. U istraZivanju Yang i Clausen (2007.)
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kombinacija ulja timijana i Cajevca imala je maniji inhibitorni u¢inak nego primjena samo ulja
timijana, stoga je zaklju¢eno da u ovoj kombinaciji ulja nema sinergije, nego naprotiv, Cini se
da ulje ¢ajevca umanjuje antifungalna svojstva ulja timijana. Cardwell i Dongo (1994.) ispitivali
su utjecaj ekstrakata iz devet biljaka na rast micelija gljive Aspergillus flavus L. Pojedine biljke
odnosno njihovi dijelovi i ekstrakti razli¢ito su utjecali na rast micelija: inhibirali su, nisu
inhibirali ili su poticali rast micelija. Suseni plodovi biljaka Xylopia aethiopica (Dunal) A. Rich. i
Tetrapleura tetraptera Taub. poticali su rast micelija, dok svjetli listovi biljke Piper guineense
Schumach. nisu znacajno inhibirali rast micelija, medutim, kombinacija suSenog sjemena
biljaka X. aethiopica i P. guineense potpuno je inhibirala rast micelija.

5.2. Uloga modifikacije fenolnog profila biljaka u zastiti od biljnih patogena

Poznato je da neki abiotski ¢imbenici utjeCu na otpornost Stetnika i bolesti (Sanzani i
sur., 2012.). Za primjer ¢éemo uzeti maslinu (Olea europaea L.), jer spada u jednu od prvih
kultiviranih vrsta i ima povijesnu, drustvenu i ekonomsku vaznost (Lépez-Escudero i Mercado-
Blanco, 2011.). Vazna je kultura u mediteranskom dijelu Republike Hrvatske. Nasuprot tome,
jos uvijek je nejasno kako globalno zatopljenje utjece na pojavu sadasnjih Stetnika masline ili
patogena ili pojavu novih. Ipak, sve prakse u maslinarstvu trebale bi poticati odrzivost, a
studije koje pojasnjavaju odnose izmedu ishrane maslina i biotskih i abiotskih stresova bit ¢e
od velikog interesa, posebno imajuci u vidu da su Europski propisi doveli do drasticnog
smanjenja broja odobrenih aktivnih tvari za suzbijanje Stetnika i bolesti masline. lako je
otpornost biljaka na Stetocine i bolesti genetska karakteristika, na nju takoder mogu utjecati i
okolisni ¢imbenici poput ishrane bilja. U¢inak ovisi o hranjivoj tvari, biljnoj vrsti i parazitu, iako
moze biti mali u vrlo tolerantnim ili vrlo osjetljivim sortama. Visak dusika povecava osjetljivost
na pjegavost lis¢a masline (Fernandez-Escobar, 2019.). Del Rio, Baidez, Botia i Ortuiio (2003.)
prijavili su u¢inak pojacavanja polifenola nakon primjene hranjive otopine 'Brotomax' koja
sadrzi urea dusik, bakar, mangan i cink. Nakon prskanja po stablima maslina, nekoliko fenolnih
spojeva (tirozol, katehin, oleuropein) se povecalo u lis¢u i u drugim dijelovima stabla masline
(Del Rio i sur., 2003).

Svjetlost je jedan od abiotskih cimbenika koji utjecu na fenolne spojeve lis¢a masline,
posebno spojevi flavonoida. Zapravo, zastitu od ultraljubi¢astog B (UV-B) zracenja osiguravaju
flavonoidi i drugi fenoli, koji djeluju kao barijera protiv Stetnog UV zracenja zahvaljujudi
njihovim maksimumima adsorpcije u UV podrucju (Heimler i sur., 1992.). Osim toga, lis¢e koje
je bilo izloZeno suncu imalo je znacajno veéu koncentraciju oleuropeina i flavonoida nego lisée
pod sjenom (Melgar i sur., 2009.).

Ortega-Garcia & Peragén (2009.) izvijestili su o velikom povecanju koncentracije
oleuropeina u lis¢u nakon Sto je maslina bila izlozena na hladnijem vremenu. Visoka
koncentracija oleuropeina moze biti povezana s njegovim antioksidativnim kapacitetom i
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stoga, oleuropein moze zastititi od oksidativnog osteéenja izazvanog smrzavanjem. Rahioui i
sur. (2009.) su pokazali da cetiri porodice polifenola: derivati hidroksicimeta, derivati
oleuropeina, derivati tirozola i flavonolni monoglukozidi, su odgovorni za otpornost stabla
masline na bolest pjegavosti lis¢a koju uzrokuje Fusicladium oleagineum (Spilocaea oleagina).

Studije provedene na fenolnim spojevima u lis¢u masline pokazuju da su genotipovi
jedan od najvaznijih ¢imbenika koji doprinose razlikama u kvantitativnom odredivanju
fenolnih spojeva (Savournin i sur., 2001.).

Utvrdeno je da fenolni spojevi kvalitativno i kvantitativno variraju ovisno o nekoliko
¢imbenika kao $to su nedostatak vode, salinitet, gnojidba, zemljopisna zona, razdoblje u godini
i klimatski uvjeti. Isto tako, drugi bioticki cimbenici kao $to su napadi gljiva i bakterija, genotip,
nosivost i starost liS¢a znacajno utjece na sadrzaj ovih spojeva u lis¢u. Ovo je prvi put da su
pregledani abioticki i bioticki ¢cimbenici koji utje¢u na fenole u li$¢u masline. Fenolni spojevi
dio su obrambenog mehanizma masline, a koncentracija pojedinog fenolnog spoja u listu
masline mogudi je pokazatelj tolerantnosti sorte na specificne bakterijske i gljivicne patogene
(Markakis i sur., 2010.).

Bor (B) je esencijalan biogeni element ¢iji nedostatak moZe znacajno ograniciti rast,
razvoj, prinos i kvalitetu ploda masline (Fernandez-Escobar, 2016.). Folijarna primjena gnojiva
s B uobicajena je praksa u maslinarskoj proizvodnji (Perica i Cmelik, 2007.), medutim odgovor
masline na nedostatak B nije dovoljno istrazen (Chatzissavvidis i Therios, 2010.). Bor sudjeluje
u razlic¢itim fizioloSkim i biokemijskim procesima u stanicama (Mousavi i Motesharezadeh,
2020.), a metabolizam fenolnih spojeva jedan je od tih procesa (Broadley i sur., 2012.).
Poznato je da nedostatak B moze utjecati na promjene u fenolom profilu biljke (Tekayai sur.,
2016.). Naime, nedostatak B moZe dovesti do poveéanja koncentracije fenola u listu masline
razlicitim mehanizmima, poput: i) indukcije fenilpropanoidnog biosintetskog puta
reduciranjem porasta biljke i ugradnjom ligninskih perkursora, ii) povecanjem aktivnosti
fenilalanin-amonij-lijaze (PAL), iii) povecanjem koncentracije fenolnih kiselina (cis-dihidroksil
struktura) koje formiraju kompleks cis-dihidroksil-borata s citoplazmatskom bornom
kiselinom (Liakopoulos i Karabourniotis, 2005.). U maslinarskoj proizvodnji Hrvatske, jedna od
najzastupljenijih udomacdenih sorata je 'Istarska bjelica'. Znacajne karakteristike ove sorte su
visoki sadrzaj fenola i tolerantnost na pojedine abioti¢ke i bioticke stresove (Benci¢ i sur.,
2009.). Ipak, prema dostupnoj literaturi, utjecaj ishranjenosti B na fenolni profil lista masline
sorte 'Istarske bjelica' do sada nije istrazen (Liakopoulos i Karabourniotis, 2005.).
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6. Zakljuna razmatranja

Fenolni spojevi imaju veliki znacaj kako za biljke, tako i za ljude. Fenolni spojevi su
sekundarni metaboliti biljaka i uloge u njihovom organizmu su razne kao na primjer obrana od
herbivornih organizama, sudjeluju u mehanickoj potpori, privlacenju opraSivaca i
rasprostranjivaca plodova ili redukciji rasta susjednih biljaka.

U biljkama je otkriveno nekoliko sekundarnih metabolita protiv gljivica. Neki od ovih
metabolita se sintetiziraju kao odgovor na infekciju (fitoaleksini), dok su drugi preformirani
infektivni inhibitori (fitoanticipini).

Transkripcijska aktivacija enzima ukljucenih u biosintezu fitoaleksina uocena je unutar
nekoliko minuta nakon prepoznavanja invazije patogena. Fitoaleksine mogu sintetizirati Zive
stanice koje su podvrgnute napadu patogena i izlucuju se iz tih stanica prema mjestu infekcije.
Izlu€eni fitoaleksini inhibiraju klijanje gljivicnih spora i rast hifa. Oni takoder mogu potisnuti
proizvodnju toksina od strane patogena. Medutim, potencijalni patogeni mogu detoksificirati
fitoaleksine svog domacina. Oni proizvode specijalizirane enzime za razgradnju ovih
fitoaleksina. Cini se da su ti enzimi faktori patogenosti i pokazalo se da su bitni za patogenezu
gljivica. Indukcija sinteze fitoaleksina je odgodena u osjetljivim interakcijama u usporedbi s
rezistentnim interakcijama. Vjerojatno bi se fitoaleksini akumulirali u vrijeme kada je patogen
vec napao tkiva domacina. Ovo kasnjenje moze biti posljedica odgodenog otpustanja elicitora
iz stanice gljiva. Cak i koli¢ina otpustanja elicitora moZe biti manja u kompatibilnim
interakcijama, a indukcija fitoaleksina opcenito ovisi o dozi elicitora. Koli¢ina proizvedenih
fitoaleksina moZda nece biti dovoljna da inhibira rast patogena u osjetljivoj interakciji.
Supresori sinteze fitoaleksina otkriveni su u nekim virulentnim patogenima. Tekucine za
klijanje spora nekih patogena sadrzei elilicitore i supresore, a njihova interakcija moze odrediti
osjetljivost ili otpornost. Svaka biljka domacin proizvodi nekoliko fitoaleksina, ponekad ¢ak i
strukturno vrlo razlicitih. Svi ovi fitoaleksini moZda nisu jednako fungitoksi¢ni i pokazalo se da
neki manje toksi¢ni fitoaleksini sami se nakupljaju u osjetljivim interakcijama. Neki fitoaleksini
mozda nemaju nikakvu ulogu u patogenezi gljivica.

U billkama je otkriveno nekoliko fitoanticipina. Nekoliko fenola djeluje kao
fitoanticipini, a vecina ih je vrlo toksi¢na za gljivicne patogene. Potencijalni patogeni
razgraduju te fenole u netoksi¢ne ili manje toksi¢ne. U tekucini za klijanje spora identificirani
su specifiéni enzimi koji razgraduju fenole. Patogeni mogu potisnuti povecanu sintezu fenola
u osjetljivim tkivima, vjerojatno potiskivanjem enzima biosinteze fenola. Supresori mogu
proizvoditi patogeni i oni mogu potisnuti nakupljanje fenola u zoni infekcije. Toksini koje
proizvode patogeni takoder mogu potisnuti nakupljanje ovih fenola. Neki se fenoli mozda nece
akumulirati do fungitoksicne razine na mjestu infekcije.

Lista flavonoida, kao i njihovi pozitivni uéinci, sve viSe i viSe raste te upravo zbog tih
korisnih primjena, ove kemijske spojeve treba prestati zanemarivati. Njihove brojne uloge u
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rizosferi, pocCevsi od sudjelovanja u mikorizi, zaStite od raznih Stetolina i infekcija
mikroorganizama, alelopatije i djelovanja kao signalnih molekula u procesu nodulacije, pa sve
do sudjelovanja u hormonskoj regulaciji rasta biljaka, doprinose boljem razvoju korijena u toj
zoni koji i je osnova za Sto bolji rast i razvoj biljke. lako se ve¢ dosta zna o ovim sekundarnim
metabolitima, danasnji znacajan razvoj tehnologije, kao i dosadasnji napreci u biologiji, mogu
itekako doprinijeti boljem i detaljnijem razumijevanju njihove uloge u interakcijama sa drugim
biljkama i patogenim organizmima.

PoboljSanje vodnog statusa u listovima sprjecavanjem dehidracije kod vodnog deficita
i ogranicavanje redukcije provodnosti puci primjenom salicilne kiseline ima pozitivhu ulogu u
odrzavanju fotosintetskih aktivnosti i smanjenju oStecenja. |z svega navedenog, mozZe se
zakljuciti da je salicilna kiselina jedna od klju¢nih komponenti za normalno funkcioniranje
biljaka, ali i za opstanak biljaka u uvjetima biotickog i abioti¢kog stresa.

Peroksidaze i lakaze klju¢ni enzimi u lignifikaciji stani¢nih stijenki Zivih stanica, a svaki
od enzima ukljucen je u ovaj proces nekom svojom specificnom aktivnoscu i ulogom. Svojim
zajednickim djelovanjem ovi enzimi omogucuju stvaranje lignina, koji je pak klju¢na
makromolekula u odrzavanju mehanicke ¢vrstoce biljne stabljike.

Glukozinolati igraju vaznu ulogu u suzbijanju gljivicne patogeneze u krizancima.
Produkti hidrolize glukozinolata vrlo su fungitoksi¢ni. Osim ako tkivo nije osSteceno,
glukozinolati se mozda nece hidrolizirati i postati toksi¢ni. Neki patogeni proizvode mirozinazu
za hidrolizu glukozinolata. To¢na uloga ovih glukozinolata u patogenezi gljivica nije poznata.
Endogena salicilna kiselina je klju¢na signalna molekula uklju¢ena u aktivaciju odgovora biljke
na napade gljiva, bakterija i virusa.

U biljkama je opisano nekoliko stotina sekundarnih metabolita, vec¢ina ih je vrlo
otrovna za gljive. Medutim, virulentni patogeni razvili su vlastite mehanizme za njihovu
detoksikaciju i izazivanje bolesti. Poznavanje ovih mehanizama detoksikacije moZe pomoci u
razvoju novih metoda lijeCenja bolesti.
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