Utjecaj cinkovog oksida (ZnO) i cinkovog sulfata
(ZnS04) na razvoj ploda jagode

Cukrov, Marin

Master's thesis / Diplomski rad
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Agriculture / SveuciliSte u Zagrebu, Agronomski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:990579

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-15

Repository / Repozitorij:

Repository Faculty of Agriculture University of

Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:990579
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.agr.unizg.hr
https://repozitorij.agr.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/agr:856
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/agr:856
https://dabar.srce.hr/islandora/object/agr:856

SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

UTJECAJ CINKOVA OKSIDA (ZnO) | CINKOVA
SULFATA (ZnSO4) NA RAZVOJ PLODA JAGODE

DIPLOMSKI RAD

Marin Cukrov

Zagreb, ozujak 2018.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

Diplomski studij:
Hortikultura: Povréarstvo

UTJECAJ CINKOVA OKSIDA (ZnO) | CINKOVA
SULFATA (ZnSO4) NA RAZVOJ PLODA JAGODE

DIPLOMSKI RAD

Marin Cukrov

Mentor: izv. prof. dr. sc. Boris Duralija

Zagreb, sijecanj, 2018.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

IZJAVA STUDENTA
O AKADEMSKOJ CESTITOSTI

Ja, Marin Cukrov, JMBAG: 0240002073, roden 12.11.1992. u Sibeniku, izjavljujem da
sam samostalno izradio diplomski rad pod naslovom:
UTJECAJ CINKOVA OKSIDA (ZnO) | CINKOVA SULFATA (ZnSO4) NA RAZVOJ PLODA
JAGODE
Svojim potpisom jam¢im:

— dasam jedini autor ovoga diplomskog rada;

— da su svi koristeni izvori literature, kako objavljeni tako i neobjavljeni, adekvatno citirani ili
parafrazirani, te popisani u literaturi na kraju rada;

— da ovaj diplomski rad ne sadrzi dijelove radova predanih na Agronomskom fakultetu ili
drugim ustanovama visokog obrazovanja radi zavrSetka sveuciliSnog ili stru¢nog studija;

— daje elektronicka verzija ovoga diplomskog rada identi¢na tiskanoj koju je odobrio mentor;

— da sam upoznata/upoznat s odredbama Eti¢kog kodeksa Sveu¢iliita u Zagrebu (Cl. 19).

U Zagrebu, dana

Potpis studenta



SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

1ZVJESCE

O OCJENI | OBRANI DIPLOMSKOG RADA

Diplomski rad studenta Marin Cukrov, IMBAG: 0240002073, naslova

UTJECAJ CINKOVA OKSIDA (ZnO) | CINKOVA SULFATA (ZnSO4) NA RAZVOJ

PLODA JAGODE
obranjen je i ocijenjen ocjenom , dana
Povjerenstvo: potpisi:
1. izv. prof. dr. sc. Boris Duralija ~ mentor
2. doc. dr. sc. Jana Sic Zlabur Clan

3. prof. dr. sc. Mirjana Herak Custi¢ &lan




Za mog djeda, Roji mi je usadio [jubav prema biljkama.
Za mog oca, Roji je potaknuo znatiZelju u meni.
Za moju majRu i baku Roje su mi sve omogucile.



ZAHVALA

Ovim se putem zahvaljujem svom mentoru, prof. dr. sc. Borisu Duraliji na susretljivosti,
trudu i realizaciji ovog diplomskog rada. Posebnu zahvalnost dugujem doc. dr. sc. Jani Sic Zlabur
na pomo¢i i mentorstvu kroz brojne laboratorijske analize, kao i njenoj suradnici gdi. Martini
Kril¢ié.

Nadalje, zahvaljujem se gospodinu Bozidaru Hrenkoviéu na ustupku njegovog
proizvodnog nasada za potrebe ovog diplomskog rada. Duzan sam zahvaliti se 1 Agronomskom
fakultetu u cjelini na dvije najljepSe godine mog obrazovanja. Konac¢no, zahvalan sam carstvu
biljaka na neiscrpnom izvoru zanimljivosti i spoznaje.



Sadrzaj

IR 1o T SR 1
00 O O | =T - TSP 2
2. Pregled EEratUre ... et e e st e e e s bte e e e s abaeeeesnabaeeesesraeeesnnns 3
2.1. Botanicka pripadnost, morfoloSke karakteristike i kemijski sastav jagode....................... 3
B U 1 oY == Wl [ o] & TR U N o 1| PSSR 4
3. MaAterijali i MELOAE ccoeee e e e e e e e st e e e e e e e s e s nrraaeeaaeaeeas 7
3.1. Opis bilJNOg MAterijala....cccei e e e e e e e e e e eanes 7
I O oI 1 = Y1V TV I [ USSR 7
TR TR |V =] o Yo [ IO PSP PPPPPRROPPPPPRROt 10
O YAV - | AR 1] o[- 1V [ SRR 12
0 I V7 o [ Y= o] (o o - TSR 12
4.4. Kolicina topljive suhe tvari ploda..........ceeieiiieiiiiiie e 19
4.5. Kolic¢ina vitamina C (askorbinska KiSelina) ........ccccuveeiieiiiieiiiiiiee e 22
4.6. Koli¢ina ukupnih fenola i flavonoida .........ccceeeiiiiiiiiiciee e 24
4.7. Koli¢ina ukupnih neflavonoida ........ccceeeiiiiiieiiie e 30
4.8. Kolicina ukupnih @antoCijana.........eeiiieiiiee et 32
4.9. Antioksidacijski KAPACITEL ...vveeeiieiieiicirieeeee e e 34
D ZAKIJUCCi eeeee e e ettt ettt e e e e e e e e e s b e e e e e e e e nrrraeaeaeeeeeantrrraaaaeaeeas 37
L ] oY I [ (=T =1 (U1 TP 38

ZIVOTOPIS. vttt eee et ettt e et et et et e s e et st e st st ess et st e st st e st et es et eee st et et et et est et ete et et e st et ene et et et etene st ere s 46



Sazetak

Diplomskog rada studenta Marina Cukrova, naslova

UTJECAJ CINKOVA OKSIDA (ZnO) | CINKOVA SULFATA (ZnSO4) NA KVALITETU
PLODA JAGODE

Cink je mikroelement esencijalan za pravilno odvijanje stani¢nog metabolizma. Sudjeluje u
procesima poput sinteze proteina, replikacije DNK, aktivacije enzima, antioksidacije slobodnih
radikala te regulacije metabolizma ugljikohidrata. Dvije cinkove soli te tri razlic¢ite koncentracije
cinka (25, 751 150 mg/L ZnO i 50, 150 i 300 mg/L ZnSO,) primijenjene su s ciljem utvrdivanja
njegovog utjecaja na kvalitetu ploda jagode. Biljke tretirane s obje soli (ZnO i ZnSQO,) ostvarile
su znacéajno vecu tvrdocu ploda poveéanjem koncentracije cinka od biljaka kontrolne skupine
tijekom sve tri berbe. Starenjem biljaka tvrdo¢a ploda je opadala, no tretmani cinkovim solima
usporili su negativan trend. Koli¢ina suhe tvari znacajnije je rasla pod utjecajem cinkova oksida
(ZnO) tijekom druge i trece berbe pri koncentracijama od 25 i 150 mg/L. Vece koncentracije
ZnO (75 1 150 mg/L) rezultirale su smanjenjem koli¢ine ukupnih kiselina tijekom posljednje
berbe dok su tretmani sa 150 i 300 mg/L ZnSO4 zabiljezili najvece vrijednosti. Koli¢ina topljive
suhe tvari rasla je tijekom prve dvije berbe kod biljaka tretiranih s 50 i 300 mg/L ZnSO,4. Cinkov
sulfat znacajnije je utjecao na koli¢inu vitamina C a tretmani s 300 mg/L ostvarili su najvece
rezultate tijekom prve dvije berbe. Koncentracije cinkova sulfata od 150 i 300 mg/L rezultirale su
najvec¢om koli¢inom ukupnih fenola i flavonoida. Istovremeno kod tretmana cinkovim oksidom
(ZnO) zabiljezena je veca koli¢ina neflavonoida. Tretmani cinkovim sulfatom negativno su
utjecali na koli¢inu ukupnih antocijana, a obje soli nisu znacajnije utjecale na antioksidacijski
kapacitet ploda jagode.

Kljucéne rije¢i: cink, jagoda, kvaliteta ploda, bioaktivni spojevi



Summary

Of the master's thesis — student Marin Cukrov, entitled

EFFECT OF ZINC OXIDE (ZnO) AND ZINC SULPHATE (ZnSO4) ON STRAWBERRY
FRUIT QUALITY

Zinc is an esential microelement, indispensable for normal functioning of cellular metabolism. It
partakes in various physiological and biochemical processes such as protein synthesis, DNA
replication, enzyme activation, antioxidation and carbohydrate metabolism. Two zinc-based salts
and three different concentrations of zinc (25, 75 i 150 mg/L ZnO i 50, 150 i 300 mg/L ZnSOy)
were applied with an objective to determine effect of zinc on strawberry fruit quality. Plants
treated with both ZnO and ZnSO, recorded an increase in fruit firmness on every harvest. As
plants aged, fruit firmness decreased, but treatments with both salts managed to slow down the
adverse effects of aging. Fruit dry matter content increased under treatments with 25 and 150
mg/L ZnO during second and third harvest respectively. Treatments with 150 and 300 mg/L
ZnSO, induced highest total acids content. Total soluble solids were significantly affected during
the first harvest by concentrations of 50 and 300 mg/L ZnSQ,. Zinc sulphate largely affected total
ascorbic acid content with concentrations of 150 and 300 mg/L during the first two harvests.
Treatments with 150 and 300 mg/L ZnSO, resulted with highest fruit phenolic, as well as
flavonoid content throughout the first two harvests. Meanwhile treatments with zinc oxide
recorded a larger non-flavonoid content than its sulphate counterpart. Zinc sulphate treatments
negatively affected total anthocyanin content. Furthermore, both salts did not record a significant
effect on fruit antioxidative capacity.

Keywords: zinc, strawberry, fruit quality, bioactive compounds



1. Uvod

Cink je esencijalni mikroelement od presudne vaznosti za pravilan rad stani¢nog
metabolizma (Griingreiff i sur., 2016). Procesi poput sinteze proteina, replikacije DNK, aktivacije
enzima, antioksidacije slobodnih radikala te regulacije metabolizma ugljikohidrata bili bi
neodrzivi bez ovog elementa. Upravo se zbog ukljucenosti u spomenute fizioloSke procese,
nedostatak cinka smatra jednim od vaznijih oblika nutritivnog stresa (Rehman i sur., 2012).
Usvajanje cinka ograni¢eno je na vapnenackim tlima veée pH vrijednosti a gnojidba
usredotocena iskljucivo na makroelemente, zanemaruju¢i mikrohraniva, rezultira iscrpljivanjem
zaliha cinka iz tla. Uz navedeno, smanjenu dostupnost dodatno potencira antagonizam cinkovih i
fosfornih iona te manjak organske tvari u tlu. Nedostatak cinka u tlima ograniava stupanj
ekspresije gena te onemogucava biljke da ostvare svoj puni genetski potencijal. Slabija
prilagodljivost 1 otpornost prema brojnim abiotskim 1 biotskim ¢imbenicima, smanjenjena
proliferacija stani¢ja i enzimatska aktivnost, poremecaji u metabolizmu proteina i ugljikohidrata
te sintezi biljnih hormona posljedice su nedostatka cinka. Intenzifikacija agrarne proizvodnje
negativno je utjecala na dostupnost svih mikroelemenata pa tako i cinka (Alloway i sur., 2008) a
posljednjih godina brojna istrazivanja pokazuju kakav je to ucinak imalo na ljudsko zdravlje
(Roohani 1 sur., 2013). Nedostatak cinka povezan je s kroni¢nim bolestima jetre (Griingreiff i
sur., 2016) i bubrega (Lobo, 2009), smanjenom aktivnos¢u hipofize i imunosustava (Prasad i sur.,
2012) te kognitivnim poremecajima hipokampusa (Hu i sur., 2017). Nadalje, ustanovljen je
stimulativan utjecaj cinka na sintezu sekundarnih biljnih metabolita i bioaktivnih spojeva korisnih
za ljudski metabolizam (Kazemi, 2015; Song i sur., 2015). Bioaktivne spojeve poput vitamina C,
fenola, flavonoida i1 antocijana karakterizira izraZzena antioksidacijska aktivnost. Buduéi da su
navedeni spojevi sposobni spariti elektrone slobodnih radikala, aktivirati antioksidacijske enzime
te inhibirati oksidaze, jasna je njihova zdravstvena vaznost za ljudski organizam (Cukrov i sur.
2017). Kako bi se minimalizirao negativan efekt “skrivenog nedostatka* cinka u tlu, te potencirao
pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje, potrebno je detaljno istraziti zahtjeve kultura za ovim
elementom. Takoder, potrebno je usporediti razli¢ite oblike cinkovih soli s kojima je moguce
posti¢i optimalne koncentracije cinka u uzgojnom mediju a time i u biljnom tkivu. Voéne vrste
poput crnog ribiza, kupina, malina i jagoda bogat su izvor cinka i spomenutih bioaktivnih spojeva
(Nile, 2014). Brojna istrazivanja dokazuju pozitivan utjecaj cinka na urod, vegetativni razvoj te
reproduktivne organe jagode (Lieten, 2003; Chaturvedi i sur., 2005; Kazemi i sur., 2014; Rafeii i
sur., 2014; Kumar i sur., 2017). Medutim, istrazivanja utjecaja cinka na kvalitetu ploda jagode
cesto su fokusirana isklju¢ivo na primarni fizikalni 1 kemijski sastav (veli€ina ploda, koli¢ina
suhe tvari, ukupnih Secera, kiselina 1 sl.), zanemarujuci koli¢inu bioaktivnih komponenti ploda.
Stoga se znacajan dio ovog istrazivanja osvrée na koli¢inu spomenutih spojeva budu¢i da nova
saznanja potvrduju pozitivan utjecaj cinka na ekspresiju gena koji reguliraju sintezu bioaktivnih
spojeva (Song i sur., 2015).



Prema dosadasnjim saznanjima, neke od navedenih karakteristika moguce je znacajno stimulirati
pravilnom manipulacijom ishrane cinkom, ovisno o fenofazi biljke (YYadav i sur., 1985; Zhang i
sur., 2013; Kazemi, 2015; Song i sur., 2015). Poznavanjem zahtjeva jagode prema cinku moguce
je unaprijediti uzgoj te osigurati veéu mineralnu, nutritivnu i zdravstvenu vrijednost ploda.
Potpuno ostvarenje genetskih predispozicija jagode nemoguée je pri uvjetima nedostatka
esencijalnih mikroelemenata, pa tako i cinka.

1.1. Cilj rada

Cilj rada je utvrditi utjecaj cinka na tvrdocu, osnovni kemijski sastav i bioaktivne spojeve
u plodu jagode. Takoder, preko ispitivanih svojstava kvalitete ploda, medusobno usporediti
uc¢inkovitost dviju koriStenih cinkovih soli (ZnO i ZnSQOy).



2. Pregled literature

2.1. Botanicka pripadnost, morfoloske karakteristike i kemijski sastav jagode

Jagoda (Fragaria ananassa Duch.) je visegodis$nja, zeljasta voéna vrsta iz porodice
Rosaceae. Morfoloski gledano, organi jagode mogu se podijeliti na vegetativne (korijen, stablo,
list) i reproduktivne (cvijet, plod, sjeme). Korijen jagode se sastoji od primarnog, sekundarnog te
vlaknastog korijenja s velikim brojem korijenovih dlacica. Uglavnom se pruza do dubine od 20
do 25 cm a njegov razvoj ovisi o sorti te svojstvima zemljiSta ili supstrata. Prema gradi i funkciji
korijen je moguce podijeliti na zonu korijenove kape koja $titi meristem od povreda, zonu rasta
korijena, zonu izduzivanja i korijenovih dlacdica te zonu grananja. Stablo jagode je visine od 4 do
5 cm i ra¢va se u nekoliko bocnih izboja koji u bazi stabla stvaraju tzv. krunu. Kro$nju jagode
¢ine dorzoventralni listovi s uglavnom tri, a rjede Cetiri ili pet plojki. Osobine lista jagode (broj
plojki, oblik, debljina, nazubljenost, nervatura, broj i raspored stoma) ovise 0 genetskim
karakteristikama sorti. Cvijet ve¢ine kultiviranih sorata jagode je potpun (pravi, hermafroditan),
sastoji se od zelenih lapova (10 do 15) i bijelih latica (5 do 10) te 20 do 30 prasnika te oko 500
spiralno rasporedenih tu¢kova u srediStu cvijeta. Sorte jagode s potpunim cvjetovima u pravilu su
samooplodne $to omogucava uzgoj monosortnih nasada. Plod jagode je zbiran i lazan a sastoji se
od peteljke, caske i velikog broja sinkarpnih orasc¢ic¢a (ahena) koji su utisnuti u razraslu, so¢nu
cvjetnu lozu. Svaka ahena nastaje od dva oplodna listiéa (karpele) a plod nastaje srastanjem
cvjetne loze zbog Cega se smatra laznim (Blagojevic, 2012).

Kvaliteta ploda procjenjuje se temeljem relativnih vrijednosti razli¢itih senzorickih i
kemijskih svojstava (Voca i sur. 2008), a ovisi o genetskim predispozicijama sorte i okolisnim
uvjetima. Uz minerale i vitamine, jagoda obiluje antioksidativnim komponentama (Voca i sur.,
2010), bioloski aktivnim spojevima poput antocijana, flavonoida, flavonola i fenolnih kiselina
(Sic Zlabur i sur., 2014; Aaby i sur., 2012). Nadalje, relativno visoke koncentracije elagitanina
(Clifford i Scalbert, 2000), proantocijanidina (Buendia i sur., 2010), te elaginske kiseline i njenih
glikozida (Aaby i sur., 2005) ¢ine jagodu jednom od rijetkih izvora ovih visoko vrijednih
spojeva.



2.2. Uloga cinka u biljci

Biljke uglavnom usvajaju cink u obliku dvovalentnog kationa (Zn*) te cinkovih helata,
iznimno, u sluc¢ajevima poviSene pH vrijednosti, usvaja se i u obliku monovalentnog kationa
(ZnOH™) (Marschner, 2012a i ¢). Usvajanje cinka je aktivan proces pri kojem inhibitorno djeluju
ioni magnezija, kalcija i fosfora. Niska temperatura i suvisak fosfora smanjuju stupanj usvajanja
cinka. Pristupa¢nost cinka je veca u kiselim tlima a njegov nedostatak javlja se najéeS¢e na
teSkim, glinovitim ali i karbonatnim tlima (Vukadinovi¢ i Vukadinovié¢, 2011). Ksilemom putuje
vezan uz organske kiseline ili kao slobodni dvovalentni kation a kroz floem se transportira
vezanjem uz organske otopljene tvari (Kochian, 1991). Metaboli¢ke funkcije cinka bazirane su na
njegovoj sklonosti da stvara tetraedarske komplekse s duSi¢nim, oksidnim te sumpornim
ligandima preko kojih sudjeluje u enzimatskim reakcijama (McCall i sur., 2000). Pritom je vazno
razlikovati strukturnu od kataliticke (aktivacijske) uloge cinka u enzimima (Vallee i Falchuk,
1993). U strukturnom smislu, cink je jedini biogeni metal koji je prisutan u svih Sest enzimskih
skupina, ukljucujuci oksido-reduktaze, transferaze, hidrolaze, liaze, izomeraze i ligaze. Prisutnost
cinka u strukturi raznih enzima posljedica je njegove sposobnosti da stvara ligande s raznim
aminokiselinama, najviSe histidinom i cisteinom a zatim asparagicnom i glutaminskom kiselinom
(Auld, 2009). Time osigurava medusobnu povezanost proteina i gradevnih podjedinica enzima.
Neki od znacajnijih enzima za C¢iji je strukturni integritet odgovoran cink su: alkohol
dehidrogenaza, uglji¢na anhidraza te bakar-cink superoksidna dismutaza.

U anaerobnim uvjetima, primjerice u slucaju zadrzavanja vode u rizosferi, stupanj
aktivnosti enzima alkohol dehidrogenaze od velike je vaZnosti. Navedeni enzim katalizira
redukciju acetaldehida nastalog pri anaerobnim uvjetima u etanol, ¢ime omogucava njegovo
lu¢enje kroz korijen. Sto je koncentracija kisika manja, aktivnost ovog enzima se pojacava, kao i
stupanj lucenja etanola (Heldt i Piechulla, 2011a). Medutim, nedostatak cinka rezultira manjom
koncentracijom navedenog enzima buduci da dva atoma cinka sudjeluju u njegovom formiranju.
Navedeno potvrduju Moore i Patrick (1988) ustanovivsi dvostruko manju aktivnost ovog enzima
kod biljaka rize nedovoljno ishranjenih cinkom pri anaerobnim uvjetima. Vidljiva je dakle,
indirektna uloga cinka u kontekstu povecanja tolerantnosti bilja prema vodnom stresu.

Indirektna uloga cinka ocituje se 1 u procesu fotosinteze preko enzima uglji¢ne anhidraze.
Navedeni enzim sudjeluje u fotosintezi, a u svojoj strukturi sadrzi Sest podjedinica, svaka s po
jednim cinkovim atomom (Sandmann and Boger, 1983). Uloga ovog enzima je ubrzati
hidrataciju molekula ugljikovog dioksida. Ugljicna anhidraza enzim je zasluZzan za brzo
izjednacavanje koncentracija usvojenih molekula CO; iz atmosfere s molekulama HCOs. unutar
strome kloroplasta. Konstatnim usvajanjem CO; i brzom hidratacijom pomoc¢u ovog enzima
povecava se koncentracijski gradijent. Navedeno rezultira povecanim difuznim tokom
anorganskog ugljika kroz stromu, S§to rezultira njegovom visokom koncentracijom u blizini
RubisCO-a (Heldt i Piechulla, 2011b). Time zapodinje fiksacija ugljika u organske molekule.
Budu¢i da je cink glavni konstitutivni element ovog enzima, ocigledna je njegova indirektna
vaznost za proces fotosinteze. Navedeno potvrduju Qiao 1 sur. (2014) folijarnom aplikacijom
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cinkovog sulfata (ZnSQO,) u koncentraciji od 7 mM ¢ime su povecali aktivnosti enzima uglji¢ne
anhidraze u stromi kloroplasta za 14,6 %. Poveéanjem aktivnosti ovog enzima, povecala se i
koncentracija klorofila II za 19,4 % S§to je rezultiralo povecanjem fotosintetske aktivnosti. Ipak,
vece koncentracije cinka od navedene, ograniCavaju provodljivost kroz puci $to smanjuje i
fotosintetsku aktivnost (Sagardoy i sur., 2010; Qiao i sur., 2014).

Cink pridonosi strukturalnom integritetu vaznog antioksidativnog enzima — bakar-cink
superoksidnoj dismutazi (CuZnSOD). Navedeni enzim zasluZzan je za eliminaciju superoksida
(02), agresivnih radikala nastalih tijekom Mehlerove reakcije. Pretpostavlja se da je uloga bakra
u sastavu ovog enzima kataliti¢ka, a cinka strukturalna, buduéi da veze dvije molekule histidina i
jednu aspartata ¢ime osigurava stabilnost enzima (Abreu i Cabelli, 2010). Cakmak (2000)
upucuje na povezanost izmedu razine koncentracije dostupnog cinka i stupnja aktivnosti ovog
enzima. Pritom je stupanj aktivnosti enzima manji smanjenjem koncentracije cinka. Navedeno
rezultira poveéanjem koncentracije superoksidnih radikala (O) tijekom fotosintetskog elektron
transporta $to potvrduje nekoliko istrazivanja (Marschner 1 Cakmak, 1988; Cakmak, 2005).
Povecane koncentracije radikala uzrokuju peroksidaciju membranskih lipida a posljedi¢no i
povecanje njene propusnosti (Marschner, 2012b). Ocita je dakle, medupovezanost cinka u
strukturi enzima i1 njegove uloge u metabolizmu stani¢nih organela. Preostaje spomenuti jos
nekoliko vaznih enzima u ¢ijoj strukturi sudjeluje cink poput fosfolipaze, karboksipeptidaze, te
vjerojatno najvaznijeg od njih, RNA polimeraze. Uloga cinka u radu RNA polimeraze nije
iskljucivo strukturalna, ve¢ je i aktivacijska. Nadalje, vazno je spomenuti da aktivnost brojnih
enzima (dehidrogenaze, aldolaze, izomeraze, transfosforilaze, RNA i DNA polimeraze) ovisi
upravo o prisutnosti cinka. Odnos koncentracije cinka i stupnja aktivnosti enzima ukratko je
prikazan u tablici 1.

Pritom je vidljivo relativno brzo smanjenje aktivnosti enzima prouzrokovano duljim
izlaganjem biljaka nedostatku cinka. Navedeno potvrduje aktivacijsku 1 strukturalnu ulogu kao 1
opcenitu vaznost cinka za pravilno odvijanje enzimatskih procesa.

Tablica 1. Promjene u aktivnosti razli¢itih enzima u listovima kukuruza, uzrokovane nedostatkom
cinka u trajanju od 5, 10 i 15 dana (Shrotri i sur., 1983).

Smanjenje aktivnosti enzima (%)

Enzim 5 dana 10 dana 15 dana
Fruktoza-1,6- bifosfataza 36 50 65
Karbonatna anhidraza 84 76 84
PEP karboksilaza <1 5 34
RuBP karboksilaza 9 41 38
Malat dehidrogenaza <1 22 37

Slicno enzimima, stabilnost brojnih proteina ovisi o dostupnosti cinka i njegovom vezanju na
njihovu molekularnu strukturu. Biljke uzgajane uz nedostatak cinka biljeze smanjenu stopu
sinteze i ukupne koncentracije proteina, dok se istovremeno slobodne aminokiseline, Cija je



temeljna uloga upravo izgradnja bjelancevina, akumuliraju (Cakmak i Marschner, 1989).
Introdukcijom cinka, sinteza proteina se nastavlja a koncentracija slobodnih aminokiselina opada.
Razlog tome jest ¢injenica da je cink esencijalan za strukturalni integritet ribosoma, stani¢nih
organela na kojima se odvija sinteza proteina. Pri nedostatku cinka (koncentracija manja od 100
ug/g suhe tvari) ribosomi se raspadaju, Sto rezultira smanjenjem potencijala za sintezu proteina,
no proces je reverzibilan njegovim dodatkom u citoplazmu (Prask i Plocke, 1971). Uz navedeno,
nedostatak cinka omogucava povecanu aktivnost ribonukleaze, enzima zasluznog za razgradnju
proteina. Odnosno, vidljiva je negativna korelacija izmedu opskrbe cinkom i stupnja aktivnosti
ribonukleaze, a posljedi¢no i1 izmedu aktivnosti ribonukleaze i koncentracije proteina (Marschner,
2012c). 1z svega navedenog, vidljiv je indirektan utjecaj cinka na izgradnju proteina kao i
stabilnost njihovih veza a time i na rast bilja opcenito. U prilog tome svjedoCe i podaci
istrazivanja o mjestima akumulacije cinka unutar biljnih tkiva. Naime, najveée koncentracije
cinka zabiljezene su upravo u stanicama apikalnih meristema (tockama rasta) kao i u vrSnom
stani¢ju korijena pSenice gdje su se koncentracije cinka kretale oko 220 pg/g suhe tvari (Ozturk,
2006). Isti autor navodi kako se u uvjetima nedostatka cinka, gotovo 40 % folijarno usvojenog
cinka iz liS¢a translocira upravo na prethodno spomenuta mjesta. U apikalnim meristemima
potrebna je minimalna koncentracija cinka od 100 pg/g suhe tvari kako bi se neometano odvijala
sinteza proteina §to je 5 do 10 puta veca koncentracija od one u starim listovima (Marschner,
2012c). Visoke koncentracije cinka (150 pg/g suhe tvari) zabiljeZene su i u strukturi polenovih
cjevéica kod angiosperma, sugerirajuéi na vaznost cinka u reproduktivnom smislu (Ender 1 sur.,
1983). Navedeno se posebno odnosi na koli¢inu cinka u sjemenu, vezanom u takozvane
globoidne kristale. Mazzolini i suradnici (1985) svjedoce o visokoj razini cinka (600 pg/g suhe
tvari) u sjemenu pSenice a slicno navode i Cakmak 1 suradnici (2010), potvrdujuéi ulogu cinka u
reproduktivnom ciklusu biljaka. Osim ve¢ spomenutih funkcija u metabolizmu enzima i proteina,
cink indirektno utjece i na metabolizam fitohormona, to¢nije, indol-3-octene kiseline. Indoloctena
kiselina znacajan je fitohormon iz skupine auksina, odgovoran za regulaciju rasta biljke. U sintezi
indoloctene kiseline sudjeluje triptofan, aminokiselina ¢ija samostalna koncentracija u
nevezanom obliku raste pri deficitu cinka (Domingo i sur., 1992). Prethodno je spomenuto
povecanje koncentracije odredenih slobodnih aminokiselina gdje je nedostatak cinka rezultirao
nemogucnosc¢u sparivanja istih u proteine. Sli¢no je zabiljezeno 1 u slucaju triptofana, pri ¢emu se
pretpostavlja da nedostatak cinka inhibira vezanje akumuliranog slobodnog triptofana u
metabolicki aktivnije molekule, primjerice indol-3-octenu Kiselinu (Sekimoto i sur., 1997). Ipak,
vjerojatnije je da na nisku razinu indoloctene Kiseline utjece pojacana oksidacijska degradacija
koju regulira ve¢ spomenuti enzim CuZn superoksidaza dismutaza. Kako je ve¢ reCeno, manjak
cinka smanjuje koncentraciju navedenog enzima, a time i antioksidacijski potencijal citoplazme.
Navedeno rezultira ve¢om oksidativnom razgradnjom indoloctene kiseline ¢ime se inhibira
ekspresija ovog fitohormona (Cakmak i Marschner, 1988). Spomenuto se ocituje skracenim
rastom biljke te patuljastim listovima §to je prepoznatljiv primjer nedostatka cinka. Iz prikazanog,
ocita je Siroka involviranost cinka u fizioloske 1 metaboli¢ke procese a time 1 njegova vaznost za
biljku opcenito.



3. Materijali i metode
3.1. Opis biljnog materijala

Istrazivanje je provedeno u negrijanom, proizvodnom plasteniku tvrtke ,,Jagodar-HB d.o.0.“
povr§ine 6000 m? smjestenom u Petrovini Turopoljskoj (45 68' 73.03" s.g.5. 1 16 01' 84.9" i.g.d.)
u trajanju od 95 dana (od 28. veljace do 3. lipnja, 2017. godine). Zbog brzeg sukcesivnog uroda
te relativno jednostavnijeg hidroponskog uzgoja od ostalih vrsta jagodastog voca, za potrebe
ovog istrazivanja odabrana je stalnoradajuca sorta jagode (Fragaria x ananassa, var. Albion). Za
potrebe istrazivanja koriStene su kontejnerske sadnice, a biljke su uzgajane u hidroponskom
sustavu uzgoja koristenjem ,,drip irrigation® tehnike te su bile podvrgnute istrazivanju u trajanju
od tri mjeseca. Sorta 'Albion’ hibrid je sorata 'Cal 94.16-1" i 'Diamante’ te je introducirana na
trziste pocetkom 2006. godine zaslugama Wolfskill Experimental odsjeka sveucilisSta u
Kaliforniji. Odlikuje se ve¢im, koni¢nim plodovima izvrsne kvalitete a otporna je na uvenuce
izdanaka uzrokovano patogenom Verticilium dahliae, crvenu trulez korijena (Phythopthora
cactorum) te je relativno otporna na antraknozu korijenovog vrata (Colletotrichum gloeosporoide
et acutatum). Takoder, blago je tolerantna prema Stetnicima poput koprivine grinje (Tetranychus
urticae). Sorta 'Albion' stvara bujnu lisnu povrsinu te proizvodi velik broj vrijeza koje se moraju
skidati kako bi se osigurala visoka produktivnost. Za prekid dormantnosti potrebno ju je izloziti
temperatuma nizim od 7°C (optimum oko 3 °C) u trajanju od 400 sati (Lantz i sur., 2012). Sorta
'Albion' zasti¢ena je patentom pod brojem: U.S. Plant Pat. No. 10,435.

3.2. Opis istrazivanja

Ukupno 320 biljaka posadeno je u polietilenske vrece dimenzija 100 X 28 cm, volumena
29,8 L napunjenih tresetnim supstratom. U predvidene otvore promjera 7 cm sadeno je 10 biljaka
po vreci, u trokut na razmak od 20 cm. Koristene su ukupno 32 vre¢e. Kemijski sastav tresetnog
supstrata garantira proizvoda¢ “Legro potgrond* (Nizozemska), a vrijednosti su navedene prema
ambalaZzi u tablici 2.

Pokus je postavljen po principu slucajnog bloknog rasporeda u cetiri ponavljanja na
vise¢e gredice, pricvrS¢ene preko armature zaSti¢enog prostora. Svakoj biljei pridruzena je po
jedna kapaljka povezana s lateralnim polipropilenskim cijevima vezanim za spremnike s
hranivom otopinom. Za mijeSanje 1 distribuciju hranive otopine koriSten je “Priva Nutri-fit“
dozator (Priva North America Inc., Kanada). Otopina je distribuirana sukladno stadiju i razvoju
biljaka. Tijekom formiranja lisne mase hraniva otopina je distribuirana 3 do 4 puta dnevno u
trajanju od 6 minuta. Kasnije, pocetkom cvatnje, formiranjem plodova i pove¢anjem temperatura,
otopina se primjenjivala viSe od 5 puta dnevno u trajanju od 4 minute.



Tablica 2. Kemijski sastav tresetnog supstrata, proizvodac ,,Legro potgrond* (Nizozemska)

Svojstvo Vrijednost

pH 5,7-6,1

EC (dSm™) 0,28

Organska tvar (%) 66,4

Organski ugljik (%) 38,51

Ukupni dusik (%) 0,68
Ukupni Kkalij (%) 2,4

56,63

Sastav hranive otopine prikazan je u tablici 3. Tijekom uzgojnog razdoblja odrzavana je pH
vrijednost otopine u rasponu od 5,74 do 6,14. pH otopine korigiran je po potrebi s 56 %
dusi¢nom kiselinom (HNOj3). EC vrijednost otopine kretala se izmedu 1,18 1 1,82 dS/m. Budu¢i
da je cilj ovog istrazivanja bio istraziti utjecaj razli¢itih koncentracija i oblika cinkovih soli na
kvalitetu ploda jagode, potrebno je naglasiti da kontrolna skupina biljaka nije bila osiromaSena
cinkom. Biljke kontrolne skupine navodnjavane su hranivom otopinom s koncentracijom cinkova
sulfata od 5,5 pmol/L. Time je bilo moguce istraziti djeluju li vece koncentracije cinka
stimulativno ili inhibitorno na odredena svojstva, u odnosu na biljke kontrolne skupine.

Tablica 3. Sastav hranive otopine

Makrohraniva Molarna Mikrohraniva Molarna
koncentracija koncentracija

(mmol/L) (umol/L)
Ca(NOg3), 5,73 Fe-EDDHA 20
KNO3 151 H3BO, 18
KH,PO4 2 ZnS0O, 5,5
NH;NO3 3,55 MnSOg4 0,8
K,SO,4 0,84 CuSOq 0,5
MgSO, 1,2 Na;MoO4 0,4

HNO; (56 %) 0,022

Za potrebe ovog istrazivanja koriStena su dva razli¢ita oblika cinkovih soli: cinkov oksid (ZnO)
(GHC Chemicals Lt., Kanada) i cinkov sulfat (ZnSQ,) (Sigma-Aldrich Co, SAD). Koristena sol
cinkova oksida dobivena je LeClaire-ovim postupkom, odnosno oksidacijom cinkovih para, a
veli¢ina Cestica iznosila je 45 um. Soli cinkova sulfata dobivene su reakcijom cinkova karbonata

8



sa sumpornom Kiselinom te su znacajno lakSe topljive u vodi. Obje soli koriStene su u
koncentracijama koje, s obzirom na maseni udio cinka u njima, zadovoljavaju koncentracije
slobodnog cinka od 20, 60 i 120 mg/L. Tako je primjerice maseni udio cinka u soli cinkova
oksida 80 %, a u soli cinkova sulfata 40,5 %. Na temelju masenih udjela cinka odredene su
potrebne koncentracije obje soli (jednadzba 1) kako bi se zadovoljile prethodno spomenute
koncentracije slobodnog cinka (20, 60 i 120 mg/L). Shodno tome, odredene su koncentracije
cinkova oksida (ZnO) od 25, 75 i 150 mg/L i cinkova sulfata (ZnSQO,) od 50, 150 i 300 mg/L.
Vazno je naglasiti da su ove koncentracije medusobni ekvivalenti po koli¢ini slobodnog cinka,
odnosno koncentracija od 25 mg/L ZnO unosi jednaku koli¢inu cinka u otopinu kao i
koncentracija od 50 mg/L ZnSQ,. Isto vrijedi i za ostale koncentracije. Navedeno je od posebne
vaznosti buduéi da se tijekom ovog istrazivanja nisu usporedivale samo razli¢ite koncentracije
cinka ve¢ 1 u¢inak obje koriStene cinkove soli. Istovremeno koriste¢i soli cinkova oksida (ZnO) 1
sulfata (ZnSO,) kao dva razli¢ita izvora cinka, moguce je usporediti njihovo djelovanje na brojne
karakteristike kvalitete ploda. Shodno navedenom, tijekom ovog istrazivanja pracen je utjecaj
cinka na tvrdoc¢u ploda, koli¢inu suhe i topljive tvari, koli¢inu ukupnih kiselina, vitamina C,
ukupnih fenola, flavonoida, neflavonoida i antocijana te antioksidacijski kapacitet.

(1)

M(soli) X potrebna koncentracija cinka(mg/L)
M(Zn)

x soli (mg) =

Prije pocetka tretiranja, odvojeni su redovi biljaka tretiranih cinkovim oksidom od onih tretiranih
cinkovim sulfatom te su tretmani razliCitim koncentracijama pravilno oznaceni. Biljke su
tretirane pojedinac¢no, ubrizgavanjem 50 mL otopine direktno u supstrat neposredno uz svaku
biljku. Istovremeno, biljke kontrolne skupine tretirane su s 50 mL destilirane vode. Prva primjena
cinkova sulfata i cinkova oksida obavljena je 28. veljace, a svaka sljedeca tjedan dana kasnije od
prethodne, odnosno 7., 14., 21. 1 28. ozujka te 4., 11., 18. i 25. travnja. Nakon 25. travnja
obustavljena je primjena cinkovih soli. Koristenjem senzora (Spectrum Technologies, SAD),
tijekom ¢itavog uzgojnog razdoblja periodi¢no je pracena minimalna i maksimalna temperatura
(°C), a pocetkom formiranja plodova 1 fotosintetski aktivna radijacija (PAR) izraZzena u
jedinicama pmol m?s™ (Grafikon 1). Senzori za praéenje temperature postavljeni su u razini
lisne rozete, a senzori za mjerenje fotosintetski aktivne radijacije neposredno iznad, u sredistu
pokusalista. Tijekom istrazivanja pracen je utjecaj razliCitih koncentracija cinka na kvalitetu
ploda jagode kroz tri uzastopne berbe. Prva berba obavljena je 3. svibnja, druga 15. svibnja a
tre¢a 31. svibnja. Plodovi su brani u rano jutro navedenih dana te dopremani do Laboratorija
Zavoda za vocarstvo gdje su istoga dana radene analize. Prilikom branja, plodovi kontrolne
skupine biljaka te biljaka tretiranih cinkovim oksidom 1 cinkovim sulfatom medusobno su
odvajani. Nadalje, plodovi biljaka tretiranih cinkovim oksidom i cinkovim sulfatom razvrstavani
su ovisno o pripadaju¢em tretmanu i koncentraciji. Plodovi su dopremani u letvaricama, zaSti¢eni
od direktnog suncevog svjetla te podvrgnuti analizama 40 minuta do sat vremena nakon berbe.
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Grafikon 1. Prikaz kretanja vrijednosti minimalne i maksimalne temperature zraka (°C) te
fotosintetski aktivne radijacije (PAR)

3.3. Metode

Ispitivana su sljedeta svojstva plodova jagoda: tvrdoca, ukupna suha tvar, sadrzaj ukupnih
kiselina, sadrzaj topljive suhe tvari, sadrzaj vitamina C, sadrzaj ukupnih fenola (flavonoida,
neflavonoida) i antocijana te antioksidacijski kapacitet. Tvrdo¢a ploda (g/cm?®) odredena je
digitalnim penetrometrom ,,Force gauge PCE-PTR“ (PCE Instruments, Njemacka) preko
nastavka promjera 6 mm, a radena su ukupno dva mjerenja po svakom plodu. Od parametara
osnovnog kemijskog sastava, a prema standardnim metodama (AOAC, 1995) odredena je:
koli¢ina ukupne suhe tvari (%) suSenjem na 105 °C do konstantne mase, koli¢ina ukupnih
kiselina (%) potenciometrijskom titracijom s otopinom natrijeva hidroksida (AOAC, 1995),
koli¢ina topljive suhe tvari (%) digitalnim refraktometrom ,,Refracto 30 PX*“ (Mettler-Toledo,
Svicarska). Od istrazivanih bioaktivnih spojeva, koli¢ina vitamina C (mg/100 g svjeze tvari)
odredena je titrimetrijskom metodom s 2,6-p-diklorindofenolom (AOAC, 2002) koja se temelji
na oksidaciji L-askorbinske kiseline u dehidroaskorbinsku kiselinu pomocéu 2,6-p-
diklorindofenola; koli¢ina ukupnih fenola, flavonoida i neflavonoida (mg GAE/100 g svjeze
tvari) odreden je spektrofotometrijski (Schimadzu, UV 1650 PC, Njemacka) koristenjem Folin-
Ciocalteu kolorimetrijske metode koja se temelji na obojenoj reakciji koju fenoli razvijaju s
Folin-Ciocalteovim reagensom (Ough i Amerine, 1988), koli¢ina ukupnih antocijana odredena je
spektrofotometrijski (Shimadzu UV 1650 PC, Njemacka) metodom izbjeljivanja disulfitom
(Ough i Amerine, 1988). Antioksidacijski kapacitet odreden je spektrofotometrijskom metodom
uz upotrebu ABTS radikala kationa (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)).
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Sve laboratorijske analize kemijskih parametara provedene su u tri ponavljanja. Rezultati
istrazivanja statistiCki su obradeni u programskom paketu SAS, verzija 9.3 (SAS, 2010).
Rezultati su podvrgnuti jednosmjernoj analizi varijance (ANOVA). Srednje vrijednosti
usporedene su t-testom (LSD), a smatraju se znacajno razli¢itima kod p<0,0001. Uz rezultate u
grafikonima nalaze se i eksponenti razli¢itih slova koji oznaCavaju znacajne statisticke razlike
izmedu variranih tretmana kod p<0,0001. Prosje¢no odstupanje rezultata od srednje vrijednosti za
svaki istrazivani kemijski parametar prikazano je vrijednostima standardne devijacije.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Tvrdoéa ploda

Tijekom prve berbe, kod obje koriStene soli, zabiljeZzen je linearan porast vrijednosti
tvrdo¢e ploda povecanjem koncentracije cinka (Grafikon 2). Pritom su najveée vrijednosti
zabiljezene pri najveéim koncentracijama te su iznosile 387,5 g/em?® (ZnO) i 383,75 g/cm?
(ZnS0Oy). Slican trend zabiljezen je i tijekom drugog roka berbe uz najvece vrijednosti tvrdoce
ploda od 354,25 g/lcm?® (ZnO) i 417,72 g/lcm? (ZnSO,). Iz prilozenog grafikona (Grafikon 2)
vidljivo je da se tvrdo¢a ploda smanjila tijekom tre¢e berbe neovisno o koriStenoj soli ili
koncentraciji cinka. Ipak, tretmani s cinkovim sulfatom rezultirali su tvrdim plodovima od
plodova s biljaka tretiranih cinkovim oksidom tijekom tre¢e berbe (Slika 1). Istovremeno nisu
zabiljezene znacajne razlike u tvrdo¢i ploda izmedu biljaka tretiranih razli¢itim koncentracijama
cinkovog sulfata. Znacajne razlike izmedu koristenih soli zabiljeZzene su tijekom prve i druge
berbe (Slika 1). Pritom su tretmani s cinkovim sulfatom (50 i 300 mg/L) rezultirali znacajno

vec¢om (p=0,0019 i p=0,0096) tvrdocom ploda u odnosu na njima jednake tretmane cinkovim
oksidom (25 i 150 mg/L).

600
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200 ~
100 -~
O -
Kontrola 25 mg;’L 75mg/L 150 mg/L Kontrola 50mg/L 150mg/L 300 mg/L
Zn0 Zn0o Zn0 Zns04 ns04 ZnsS04

W 1.Berba m2.Berba 3. Berbha

Napomena: Prikazane su prosje¢ne vrijednosti + SD (standardna devijacija). Razli¢ita slova oznac¢avaju signifikantne
razlike pri p < 0,0001, promatranih izmedu razli¢itih koncentracija za pojedinacan oblik soli. Utvrdene razlike
izmedu koristenih soli uvrstene su zajedno s vrijednostima signifikantnosti (p) u tekstu.

Grafikon 2. Tvrdoc¢a ploda jagode, sorta 'Albion'

12



Napomena: Plava linija opisuje vrijednosti tijekom prve, crvena tijekom druge, a zelena tijekom trece berbe.

Slika 1. Usporedba utjecaja koristenih soli na tvrdocu ploda jagode, sorte 'Albion’

Opcenito, tvrdoca ploda uvelike ovisi o unutarnjem tlaku stanice, strukturalnim
karakteristikama staniéne membrane, te o medusobnoj adheziji susjednih stanica (Harker 1
Sutherland, 1993). Poznata je uloga pektina Cije slobodne karboksilne grupe vezu kalcijeve i
magnezijeve ione stvarajuci svojevrsni gel koji povezuje susjedne stanice ploda. Medutim,
starenjem ploda, pektin je podlozan razgradnji pod utjecajem poligalakturonaze i1 pektat lijaze
(Paniagua i sur., 2017). Razgradnjom pektina nestaje ujedno i svojevrsni zastitni sloj nakon ¢ega
su membrane povrSinskih stanica u vecoj mjeri izloZene oksidativnoj degradaciji. Uloga cinka u
oCuvanju integriteta stanicnih membrana je da se veZe za membranski fosfolipid ili da stvori
tetraedarske komplekse (veze) s molekulama cisteina od polipeptidnih lanaca (Marschner,
2012d). Time cink §titi membranske lipide 1 proteine od utjecaja Stetnih slobodnih radikala. Uz
navedeno, primjerena opskrbljenost cinkom rezultira i boljom regulacijom membranske
propusnosti zbog njegove interferencije u aktivnost rada NADPH (Welch i sur., 1982; Cakmak i
Marschner, 1988 a i b). Isti autori zabiljeZili su 1 ubrzano stvaranje slobodnih radikala u odsustvu
cinka $to je pogodovalo brzoj peroksidaciji stani¢nih membrana. Nadalje, MacDonald (2000)
navodi pozitivan utjecaj cinka na rad RNA polimeraze ¢ime se potice transkripcija i dioba
stanica. Shodno tome, za pretpostaviti je da bi utjecaj vecih koncentracija cinka mogao rezultirati
1 ve¢im brojem stanica po jedinici povrSine, ¢ime bi medustani¢ni prostori bili manji, stanicje
guSce a plod ¢vrséi. Ipak, nedostaju istrazivanja koja bi potvrdila ovakvu pretpostavku stoga
preostaje pripisati ve¢u ¢vrsto¢u ploda pozitivnoj ulozi cinka u regulaciji slobodnih radikala i
ocuvanju stani¢cnih membrana. Premda mehanizam utjecaja cinka na tvrdo¢u ploda nije u
potpunosti jasan, njegovu ulogu na spomenuto svojstvo potvrduju Zhang 1 sur. (2013) u
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istrazivanju utjecaja cinkova sulfata na kvalitetu ploda jabuke. Navode kako je neovisno o
koncentraciji cinka, tvrdoc¢a ploda tretiranih biljaka nadmasila vrijednosti tvrdoé¢e ploda kod
biljaka kontrolne skupine. Nadalje, buduci da se povecanjem cvrstoce ploda smanjuje osjetljivost
od oste¢enja prilikom transporta (Esmel i sur., 2008), prema rezultatima ovog istrazivanja,
primjena cinkova sulfata osigurala bi proizvodnju s manjim gubicima primarnog proizvoda.
Takoder, Chaturvedi i sur. (2005) biljeZze znacajno duze vrijeme skladiStenja (2,95 dana) jagoda
pri sobnoj temperaturi pod utjecajem vecih koncentracija cinka. Moguce je pretpostaviti da je
navedeno rezultat povecane tvrdoce ploda.

4.2. Koli¢ina ukupne suhe tvari ploda
Rezultati ukupne suhe tvari ploda jagode sorte 'Albion’ prikazani su u Grafikonu 3.
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Napomena: Prikazane su prosje¢ne vrijednosti + SD (standardna devijacija). Razli¢ita slova oznacavaju signifikantne
razlike pri p < 0,0001, promatranih izmedu razli¢itih koncentracija za pojedinacan oblik soli. Utvrdene razlike
izmedu koristenih soli uvrStene su zajedno s vrijednostima signifikantnosti (p) u tekstu.

Grafikon 3. Koli¢ina suhe tvari ploda jagode, sorta ‘Albion’

Tijekom prve berbe, koli¢ina suhe tvari se nije znacajnije razlikovala osim pri
koncentraciji od 25 mg/L ZnO, kod koje je zabiljeZena najmanja vrijednost (9,24 %). Vrijednosti
koli¢ine suhe tvari znacajno su se razlikovale tijekom drugog roka berbe kod obje koriStene soli.
Najmanje vrijednosti zabiljezene su kod netretiranih biljaka (Grafikon 3, kontrolna skupina), dok
su najvece vrijednosti od 9,77 % (25 mg/L ZnO) i 9,2 % (50 mg/L ZnSO,), ostvarene kod biljaka
tretiranih s najmanjim koncentracijama cinka. Tijekom tre¢e berbe, najvece vrijednosti ostvarene
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su pri tretmanima s najve¢om koncentracijom cinka kod obje soli, 10,61 % (150 mg/L ZnO) te
9,75 % (300 mg/L ZnSO,). Brojna istrazivanja svjedoce o utjecaju cinka na koli¢inu suhe tvari.
Primjerice, Malik i sur. (2011) navode da povecanjem koncentracije cinkovog sulfata (ZnSO4)
do 300 ppm raste koli¢ina suhe tvari u zrnu rize. Istovremeno kod zitarica poput amaranta granica
povecanja koli¢ine suhe tvari dosegnuta je koristenjem 200 ppm ZnSQO,. Sli¢no se ocitovalo i kod
zlatnog graha pri ¢emu su biljke tretirane manjim koncentracijama (50 i 100 mg ZnSO4/kg tla)
ostvarile vece vrijednosti suhe tvari od kontrolne skupine. Medutim, veée koncentracije cinkovog
sulfata (150 1 250 mg/kg tla) znacajno su smanjile spomenute vrijednosti (Manivasagaperumal i
sur., 2012). Suprotno tome, iz prikazanih rezultata (Grafikon 3), vidljivo je da su vece
koncentracije cinka (150 mg/L ZnO i 300 mg/L ZnSOy) ostvarile najvece vrijednosti suhe tvari
tijekom prve i tree berbe. Uzrok tome je vjerojatno dulji vremenski interval izmedu dvije
primjene cinka u odnosu na prikazana istrazivanja. Naime, biljke su u spomenutim istrazivanjima
svakodnevno podvrgnute visokim koncentracijama cinka, dok su biljke jagode tretirane jednom
tjedno u razdoblju od 9 tjedana. Za razliku od ostalih istrazivanja, navedeno nije rezultiralo
smanjenjem koli¢ine suhe tvari pod utjecajem vecih koncentracija cinka. Premda brojna
istrazivanja potvrduju utjecaj cinka na koli¢inu suhe tvari, propuStaju adekvatno opisati
metabolicke puteve u kojima cink sudjeluje te pojasniti njihovu ulogu u akumulaciji iste. Buducéi
da taj proces podrazumijeva meduovisnost brojnih molekula, enzima i raznih metabolickih
puteva, nemogucée je govoriti o isklju¢ivom utjecaju cinka na spomenuto. Ipak, na temelju
dosadasnjih saznanja o funkciji cinka u biljci moguce je objasniti dobivene rezultate kako iz
ovog, tako i iz prethodno spomenutih istrazivanja. Budu¢i da razina suhe tvari raste povecanjem
opskrbljenosti biljke cinkom do odredenog stupnja, a pada ukoliko se isti prekoraci (Malik i sur.,
2011), povezanost ovih ¢imbenika za vecéinu biljnih vrsta je neupitna. Nakupljanje suhe tvari u
osnovi je uvjetovano sposobnos$éu biljke da usvoji anorganski ugljik iz atmosfere te ga
metaboliC¢kom aktivno$¢éu veze u organske spojeve. Otvaranjem puci zapo€inje usvajanje ugljika
a kasnije 1 njegova fiksacija pomoc¢u enzima RubisCO. Uloga cinka, iako indirektna, elementarna
je za pravilno odvijanje spomenutih procesa. Naime, nakon §to biljka usvoji CO,, potrebno ga je
usmjeriti na aktivno mjesto RubisCO-a sto se odvija kroz stromu kloroplasta. Kako bi se olaksao
i ubrzao transport CO,, stroma kloroplasta sadrzi visoke koncentracije enzima uglji¢ne anhidraze
¢iji je glavni konstitutivni element upravo cink. Quiao i suradnici (2014) upucuju na korelaciju
izmedu opskrbe cinkom 1 koncentracije uglji¢ne anhidraze, pri ¢emu se koncentracija enzima
smanjila smanjenjem razine opskrbljenosti cinkom. Kako je spomenuto u drugom poglavlju,
uloga ovog enzima je ubrzati hidrataciju molekula ugljikovog dioksida i povecati njihov difuzni
priljev prema RubisCO enzimu (Riazunnisa i1 sur., 2006). O aktivnosti ugljicne anhidraze
indirektno ovisi i brzina fiksiranja anorganskog ugljika u organski oblik preko RubisCO enzima
Sto potvrduju Siedlecka i1 sur. (1999) te Majeau 1 Coleman (1994). Time zapocinje stvaranje
asimilata §to u konacnici rezultira i akumulacijom suhe tvari. Shodno tome, moguce je da
primjerena opskrbljenost cinkom stimulira ovaj proces, budué¢i da se i aktivnost uglji¢ne
anhidraze tada pojaCava (Sasaki 1 sur., 1998). Ovisno o biljnoj vrsti, primjenom adekvatnih
koncentracija cinka (uglavnom ne vecih od 300 mg/L) u primjerenim vremenskim intervalima,
ostvaruje se veca razina suhe tvari.
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Potrebno je naglasiti kako je sinteza suhe tvari uvjetovana velikim brojem ¢imbenika, a
opskrbljenost biljke cinkom tek je jedan od njih. Nadalje, kako bi se opisala vaznost poznavanja
stvarnih potreba biljaka za cinkom, na primjeru ovog svojstva kvalitete ploda, moguce je
objasniti negativan utjecaj visokih koncentracija cinka. lako se potrebe biljaka za cinkom
razlikuju medu razli¢itim vrstama, brojni autori navode kako visak cinka inhibira provodnost puci
i fotosintetsku aktivnost klorofila (Ismail i Azoz, 2005; Vaillant i sur., 2005; Kupper i sur., 1998).
Preciznije, Sagardroy i sur. (2010) navode da koncentracije cinka ve¢e od 300 uM drasti¢no
smanjuju provodljivost puci (70 %) i mezofila (44 %) cikle. Uzrok tome su fizikalne i
strukturalne promjene (frekventnost otvaranja te smanjeni prorezi) uocene na pucima biljaka
tretiranih visokim koncentracijama cinka. Pritom nisu zabiljezene interferencije cinka sa
signalnim biokemijskim putevima koji reguliraju otvaranje i zatvaranje puci. Istovremeno su
zabiljezili smanjeno usvajanje CO; te dvostruko vece koncentracije enzima uglji¢ne anhidraze,
koja se zbog smanjene aktivnosti akumulirala u stromi kloroplasta. 1z svega navedenog moguce
je pretpostaviti da je smanjena aktivnost puci rezultirala smanjenim usvajanjem CO, iz atmosfere.
Time se smanjila i aktivnost ugljicne anhidraze (no koncentracija enzima se udvostrucila) buduci
da se koncentracija supstrata kojeg taj enzim veZze (COy) reducirala. Posljedi¢no je reducirana i
razina CO; u okruzenju RubisCO enzima te je time smanjen potencijal za fiksaciju ugljika u
organske molekule, $to je vjerojatno rezultiralo smanjenjem koli¢ine suhe tvari. Tijekom ovog
istrazivanja, primjena najmanjih koncentracija obje soli (25 i 50 mg/L) povecala je koli¢inu suhe
tvari u drugoj berbi. Treéi rok berbe zabiljezio je pad koli¢ine suhe tvari kod kontrolne skupine
biljaka. Medutim, povecanjem koncentracije cinka vjerojatno je stimulirana aktivnost uglji¢ne
anhidraze $to je rezultiralo porastom vrijednosti suhe tvari neovisno o koriStenoj soli. Moguce je
pretpostaviti da bi utjecaj cinka na ovo svojstvo bio izraZeniji da su vremenski intervali primjene
cinka bili intenzivniji od jedne aplikacije tjedno. Usporedujuci soli, tijekom prve berbe znacajno
veca vrijednost (p=0,0205) suhe tvari ostvarena je koriStenjem soli cinkovog oksida pri
koncentraciji od 150 mg/L u odnosu na sulfatni oblik (300 mg/L, Slika 2). Znacajne razlike
utvrdene su izmedu biljaka tretiranih s 25 mg/L ZnO i 50 mg/L ZnSO4 (p=0,0346) te 150 mg/L
ZnO i 300 mg/L ZnSO4 (p=0,0089) tijekom druge berbe. Kod oba tretmana zabiljezena je veéa
koli¢ina suhe tvari kod biljaka tretiranih cinkovim oksidom. Pritom su, kako je prethodno
objasnjeno, obje koncentracije jednake razine vezanog cinka unutar spomenutih soli. Neovisno o
obliku koriStene soli, cinkovog oksida (ZnO) ili cinkovog sulfata (ZnSO,), nije zabiljezena
znacajna razlika medu tretmanima tijekom treceg roka berbe.
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Napomena: Plava linija opisuje vrijednosti tijekom prve, crvena tijekom druge, a zelena tijekom trece berbe.

Slika 2. Usporedba utjecaja koristenih soli na koli¢inu suhe tvari ploda jagode, sorte 'Albion’

4.3. Koli¢ina ukupnih kiselina ploda

Biljke tretirane cinkovim oksidom tijekom prve berbe nisu zabiljezile znacajne razlike u
koli¢ini ukupnih kiselina. Istovremeno, biljke tretirane cinkovim sulfatom ostvarile su zna€ajno
vecée vrijednosti ukupnih kiselina pri koncentracijama od 150 i 300 mg/L ZnSO,4 (9,63 % i 9,26
%). Tijekom drugog roka berbe, kod biljaka tretiranih cinkovim oksidom zabiljezen je porast
koli¢ine ukupnih kiselina povecanjem koncentracije cinka (Grafikon 4). Istovremeno nisu
zabiljezene znaCajne razlike u koli¢ini ukupnih kiselina medu razli¢itim koncentracijama
cinkovog sulfata.

17



14
12 2 a
a a 3 c b _ c
10 5 bE b T T ap 23l ap’s
a ¢ a b b b b
E a L = T |
El
6 . -
4 - |
2 . -
0 - T T T T T T T T 1
Kontrola 25mg/L 75mg/L 150 mg/L Kontrola 50mg/L 150 mg/L 300 mg/L
n0 n0 n0 /nS04 /nS04 /nS04
M 1.Berba M2.Berba 3. Berba

Napomena: Prikazane su prosje¢ne vrijednosti = SD (standardna devijacija). Razli¢ita slova oznacavaju signifikantne
razlike pri p < 0,0001, promatranih izmedu razli¢itih koncentracija za pojedinacan oblik soli. Utvrdene razlike
izmedu kori$tenih soli uvrstene su zajedno s vrijednostima signifikantnosti (p) u tekstu.

Grafikon 4. Koli¢ina ukupnih kiselina u plodu jagode sorte 'Albion’

Usporedujuci soli, tijekom prve i druge berbe, nisu zabiljezene znacajne razlike u kolicini
ukupnih kiselina ploda jagode (Slika 3). Tijekom tre¢e berbe, koncentracije od 75 mg/L ZnO
(8,46 %) i 150 mg/L ZnSO4 (11,18 %) znacajno su se razlikovale (p<0,0001) u koli¢ini ukupnih
kiselina. Sli¢no je zabiljezeno i pri najve¢im koncentracijama od 150 mg/L ZnO (8,25 %) i 300
mg/L ZnSO, (10,45 %) uz p<0,0001. U oba slucaja, koristenjem soli cinkova sulfata postignute
su veée vrijednosti ukupnih kiselina. Kazemi (2015) navodi da je folijarna aplikacija ZnSO4 u
koncentraciji od 150 mg/L rezultirala biljkama s najve¢im udjelom ukupnih kiselina u plodu
jagode. Sli¢no je zabiljezeno i u ovom istrazivanju, pri ¢emu je koncentracija ZnSO4 od 150
mg/L rezultirala najve¢om koli¢inom ukupnih kiselina (11,18 %). Sporija topivost i teze ispiranje
oksidnog oblika cinkove soli potencijalni su uzroci smanjenja koli¢ine ukupnih kiselina kod
biljaka tretiranih ve¢im koncentracijama ZnO (75 i 150 mg/L). Zbog spomenutih karakteristika
soli, svakom primjenom cinkovog oksida dolazilo je do sve ve¢e akumulacije soli u uzgojnom
supstratu. Tako je tijekom druge berbe dosegnuta optimalna opskrbljenost cinkom, a dodatne
aplikacije vec¢ih koncentracija ZnO rezultirale su zasi¢enjem supstrata prilikom trec¢e berbe. Tome
svjedoce 1 vidljivi ostaci soli na supstratu, uoceni prije posljednje primjene cinkovog oksida. O
negativnom utjecaju vec¢ih koncentracija cinka na koli¢inu ukupnih kiselina svjedoce i Gezgin i
Bayrakli (2009). Najveca koncentracija ZnSO4 od 300 mg/L takoder je rezultirala smanjenjem
koli¢ine ukupnih kiselina u posljednjoj berbi, medutim ne u jednakoj mjeri kao i kod biljaka
tretiranih najve¢om koncentracijom (150 mg/L) ZnO.
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Navedeno je vjerojatno rezultat lakSe topivosti soli cinkova sulfata, zbog Cega se ista nije
akumulirala u supstratu i manifestirala u obliku pada koli¢ine ukupnih kiselina. Slabija topivost i
veca akumulacija cinkova oksida vjerojatno su uzrok slabog utjecaja na koli¢inu ukupnih
kiselina.
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Napomena: Plava linija opisuje vrijednosti tijekom prve, crvena tijekom druge, a zelena tijekom trece berbe.

Slika 3. Usporedba utjecaja koristenih soli na koli¢inu ukupnih Kiselina u plodu jagode sorte
‘Albion’

4.4. Kolic¢ina topljive suhe tvari ploda

Brojna istraZivanja potvrduju pozitivan utjecaj cinkova sulfata na koli¢inu topljive suhe
tvari raznih kultura (Dixi i Gamdagin, 1978; Abedy, 2001). Slicno navedenim istrazivanjima,
koli¢ina topljive suhe tvari u plodu jagode se znacajno razlikovala medu tretmanima s cinkovim
sulfatom. Naime, tijekom prve berbe, biljke tretirane koncentracijom od 300 mg/L ZnSO,
ostvarile su znacajno vece vrijednosti topljive suhe tvari (8,9 %). Navedeno se podudara s
rezultatima koje navodi Kazemi (2015) u istrazivanju utjecaja folijarne aplikacije ZnSO4 na
kvalitetu sorte 'Pajaro’. Pritom su biljke tretirane najve¢om koncentracijom ZnSO, (150 mg/L)
ostvarile 1 najvece rezultate (9,87 %). Znacajan pad koliCine topljive suhe tvari zabiljeZen je
drugog roka berbe kod biljaka tretiranih ve¢im koncentracijama ZnSO, (Grafikon 5).
Istovremeno su biljke tretirane s 50 mg/L ZnSO, ostvarile najveci zabiljeZeni rezultat (9,13 %).
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Analizom plodova iz druge berbe zabiljezena je i1 jedina znacajna razlika (p=0,0321) medu
koriStenim solima i to u slucaju navedene koncentracije od 50 mg/L ZnSO4 i njoj jednake
koncentracije ZnO od 25 mg/L. Pritom su biljke tretirane s ZnSO, ostvarile vec¢u koli¢inu topljive
suhe tvari. U trecoj berbi nisu zabiljezene znacajne razlike izmedu koristenih soli (Slika 4).

Napomena: Plava linija opisuje vrijednosti tijekom prve, crvena tijekom druge a zelena tijekom trece berbe.

Slika 4. Usporedba utjecaja koristenih soli na koli¢inu topljive suhe tvari ploda jagode sorte
‘Albion’

Iz prikazanih rezultata (Grafikon 5) vidljivo je da primjena ZnO tijekom svih prikazanih berbi
nije rezultirala povecanjem topljive suhe tvari §to je vjerojatno rezultat slabije topljivosti ove soli.
Primjena lakse topljivog cinkovog sulfata u ve¢im koncentracijama (150 i 300 mg/L) znacajno je
povecala koli¢inu topljive suhe tvari tijekom prve berbe. Buduéi da razina topljive suhe tvari
uvelike ovisi enzimima koji reguliraju metabolizam ugljikohidrata (Ruffner, 1982), navedeno je
vjerojatno posljedica povecanja njihove aktivnosti pod pozitivnim utjecajem cinka. Naime,
saharoza sintaza i sorbitol dehidrogenaza primjer su takvih enzima, a vazan kofaktor u njihovom
djelovanju je upravo cink (Park 1 sur. 2002; Andreini 1 Bertini, 2012). Utjecaj cinka potvrduju
Zhang 1 sur. (2016) pri ¢emu je ustanovljeno da folijarnom aplikacijom cinkova sulfata raste
aktivnost spomenutih enzima te se ubrzava razgradnja saharoze na glukozu i fruktozu. Navedeno
rezultira smanjenjem koncentracije saharoze u plodu. Medutim, manjak saharoze unutar ploda
potiCe priljev saharoze iz floema u plod, ¢ime se njena koncentracija obnavlja (Wind i sur.,
2010). Uz primjerenu opskrbljenost cinkom, osigurava se pravilan rad spomenutih enzima Sto
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rezultira brzom razgradnjom saharoze i akumulacijom jednostavnih Se¢era u plodu. Nadalje,
Bybordi i Shabanov (2010) navode da vece koncentracije cinka povecavaju i enzimatsku
aktivnost fruktoza-1,6-bifosfat aldolaze. Vjerojatno zbog toga $to sinteza ovog enzima ovisi o
cinkovom atomu kao strukturnoj osnovi (Szwergold, 1995). Navedeni enzim sudjeluje u
metabolizmu ugljikohidrata tijekom glukoneogeneze i glikolize, a primjerena opskrbljenost biljke
cinkom stvara osnovne uvjete za njegovu sintezu. Ipak, vece koncentracije cinkova sulfata nisu
rezultirale jednakim koli¢inama topljive suhe tvari u kasnijim berbama buduci da iste vjerojatno
nisu odgovarale potrebama starije biljke.
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Napomena: Prikazane su prosjeéne vrijednosti = SD (standardna devijacija). Razli¢ita slova oznacavaju signifikantne
razlike pri p<0,0001, promatranih izmedu razli¢itih koncentracija za pojedinac¢an oblik soli. Utvrdene razlike izmedu
koristenih soli uvrstene su zajedno s vrijednostima signifikantnosti (p) u tekstu.

Grafikon 5. Koli¢ina topljive suhe tvari ploda jagode sorte ‘Albion’

21



4.5. Koli¢ina vitamina C (askorbinska kiselina)

Premda je povecanje koncentracije cinkovog oksida (ZnO) rezultiralo ve¢im koli¢inama
vitamina C, nisu zabiljeZene znacajne razlike medu tretmanima tijekom prve i druge berbe
(Grafikon 6). Suprotno tome, biljke tretirane cinkovim sulfatom ostvarile su znacajno razlicite
kolic¢ine vitamina C tijekom sve tri berbe. Pritom su najvece vrijednosti zabiljeZzene tijekom prve
berbe kod biljaka tretiranih koncentracijom od 300 mg/L ZnSQO, (137,5 mg/100 g svjeze tvari).
Sli¢no se ocitovalo 1 prilikom druge berbe uz smanjenje koli¢ine vitamina C (113,9 mg/100 g
svjeze tvari). Kazemi (2013; 2015) potvrduje pozitivan utjecaj vecih koncentracija cinkovog
sulfata (100 i 150 mg/L) na koli¢inu vitamina C kod biljaka raj¢ice i jagode. Nadalje, Zhang
(2013) u istrazivanju utjecaja cinka na kvalitetu razliCitih sorata jabuke, navodi poveéanje razine
vitamina C uzrokovano folijarnom primjenom ZnSQO,. Takoder, Sajid (2010) potvrduje navode
starijih istrazivanja (Mdwaradze, 1981; Babu i sur., 1984), opisuju¢i povecanje koli¢ine
askorbinske kiseline u plodovima citrusa pod utjecajem cinkova sulfata. Brojna istrazivanja
svjedoe o slicnom utjecaju cinka na koli¢inu vitamina C, medutim rijetko se osvréu na
objasnjenja pozadinskih, metabolickih procesa. Dosad zabiljezen pozitivan utjecaj cinka na
odredena svojstva kvalitete ploda jagode, ve¢inom je bio pripisivan njegovoj vaznosti za pravilan
rad i sintezu mnogih enzima. Medutim, prema saznanjima iz dostupne literature, isto se ne moze
redi i za sadrzaj vitamina C, budu¢i da su mehanizmi njegove akumulacije drugaciji. Naime, iako
su zabiljezeni razni pozitivni efekti viSih koncentracija cinka (100, 150 i 200 mg/L) kod brojnih
biljnih vrsta, opazene su pritom i svojevrsne citoloske promjene. lako cink ne sudjeluje u redoks
reakcijama, dosadasnja istrazivanja pokazuju da vece koncentracije biogenih metala induciraju
oksidativni stres te poticu stvaranje slobodnih radikala (Michael i Krishnaswamy, 2011). Nastale
slobodne radikale (O, O,- i H,0,) vjerojatno uzrokuje interferencija cinka u elektron-transportni
lanac mitohondrija i kloroplasta (Alia i sur., 1995). Navedeno rezultira peroksidacijom lipidnih
membrana i oSte¢enjem stanica. Kako povecane razine slobodnih radikala ne bi rezultirale
ometanjem stani¢nog metabolizma, razvijeni su razni antioksidativni enzimatski i ne-enzimatski
mehanizmi (Gilles i Sigler, 1995). Askorbat-peroksidaza i polifenol-oksidaza primjeri su enzima
koji aktivno sudjeluju u antioksidaciji Stetnih slobodnih radikala, prvenstveno vodikovog
peroksida (H,0,) (Prasad i sur., 1999; Weckx i Clijsters, 1996). Navedeni enzimi dio su askorbat-
glutationskog ciklusa. 1z istoimenog ciklusa deriviraju se i prekursori askorbinske kiseline poput
dehidroksiaskorbata (DHA) koji je pak oksidirani oblik askorbata, takoder formiranog u
navedenom ciklusu (Cuypers i sur., 2001). Askorbat-glutationski ciklus izvor je glutationa koji
igra vaznu ulogu u redukciji dehidroksiaskorbata u askorbinsku kiselinu (Cuypers i sur., 2001).
Asada (2006) utvrduje da askorbinska kiselina, osim $to samostalno anulira slobodne radikale,
donira molekularne odsjecke za sintezu enzima antioksidacijskog metabolizma (askorbat-
peroksidaze i polifenol-oksidaze). Svi navedeni procesi direktno su vezani uz porast
koncentracije biogenih metala poput cinka, ali i bakra (Gupta i sur., 1999). Castillo i suradnici
(1986) uocavaju porast aktivnosti askorbat-peroksidaze povecanjem koncentracije cinka, pri
¢emu je 1 koli¢ina vitamina C rasla paralelno sa spomenutim enzimom. Navedeno potvrduje
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spregu izmedu askorbinske kiseline i enzima askorbat-glutationskog ciklusa. Takoder uoceno je i
povecanje razine askorbinske kiseline te njenih prekursora povecanjem koncentracije cinka
(Cuypers 1 sur., 2001). Zaklju¢no, koli¢ina askorbinske kiseline, kao i aktivnost askorbat-
glutationskog ciklusa, znacajno raste pod utjecajem visih koncentracija cinka (Cuypers i sur.,
2001; Inbaraj i Krishnaswamy, 2011). Navedeno je zapravo odgovor stani¢nog metabolizma
biljaka na povecanje koncentracije slobodnih radikala (Prasad i sur., 1999) nastalih zbog
interferencije cinka u elektron-transportni lanac mitohondrija i kloroplasta.

Vece koncentracije slobodnih radikala stimuliraju antioksidacijske mehanizme 1 enzime
prekursora sinteze vitamina C kojeg karakterizira snazno antioksidativno djelovanje te objaSnjava
njihov povecan sadrzaj pri vefim koncentracijama cinka. Povecanje razine cinkova sulfata
rezultiralo je ve¢om koli¢inom vitamina C u plodu jagode, sorte 'Albion' tijekom sve tri berbe, $to
se podudara s prethodno navedenim istrazivanjima. Preostaje opisati znacajne razlike u koli¢ini
vitamina C izmedu koristenih oblika cinkovih soli koje su zabiljezene pri svakoj berbi (Slika 5).
Pritom su se tijekom prve dvije berbe razlikovale koncentracije od 150 mg/L ZnO i 300 mg/L
ZnSQy, a u oba slucaja je sulfatni oblik ostvario veée rezultate uz p=0,0076 u prvoj, te p=0,0004 u
drugoj berbi. Tijekom trece berbe, zabiljezena je znacajna razlika izmedu koristenih oblika soli
pri jednakim koncentracijama cinka od 75 mg/L ZnO (74,3 mg/100 g svjeze tvari) i 150 mg/L
(91,6 mg/100 g svjeze tvari) ZnSOy4 pri p=0,0006. Biljke tretirane cinkovim sulfatom ostvarile su
vecée koli¢ine vitamina C u posljednjem slucaju.
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Napomena: Prikazane su prosje¢ne vrijednosti + SD (standardna devijacija). Razli¢ita slova oznacavaju signifikantne
razlike pri p<0,0001, promatranih izmedu razli¢itih koncentracija za pojedinac¢an oblik soli. Utvrdene razlike izmedu
kori$tenih soli uvrstene su zajedno s vrijednostima signifikantnosti (p) u tekstu.

Grafikon 6. Koli¢ina vitamina C ploda jagode sorte 'Albion’
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Napomena: Plava linija opisuje vrijednosti tijekom prve, crvena tijekom druge a zelena tijekom treée berbe

Slika 5. Usporedba utjecaja koristenih soli na koli¢inu vitamina C u plodu jagode sorte 'Albion’

4.6. Koli¢ina ukupnih fenola i flavonoida

Koli¢ina ukupnih fenola znacajno je varirala izmedu razli¢itih koncentracija cinka,
neovisno o koriStenoj soli (Grafikon 7). Tijekom prve berbe, biljke tretirane cinkovim oksidom
(ZnO) zabiljezile su najvece koli¢ine ukupnih fenola pri koncentraciji od 75 mg/L (173,2 mg
GAE/100 g svjeze tvari). Istovremeno je sli¢no zabiljezeno i kod biljaka tretiranih cinkovim
sulfatom pri ¢emu je ekvivalentna koncentracija cinka dodanog u sulfatnom obliku (150 mg/L
ZnS0O4) rezultirala najve¢om koli¢inom ukupnih fenola (222 mg GAE/100 g svjeze tvari).
Tijekom drugog roka berbe svi tretmani cinkovim oksidom ostvarili su manje razine ukupnih
fenola od kontrolne skupine (Grafikon 7). Istovremeno, biljke tretirane cinkovim sulfatom u
koncentraciji od 300 mg/L ZnSO, ostvarile su najvece koli¢ine fenola (235,1 mg GAE /100 g
svjeze tvari). Najvece kolicine ukupnih fenola u treCem roku berbe zabiljezile su biljke tretirane
koncentracijom od 75 mg/L ZnO (253,3 mg GAE/100 g svjeze tvari) i njenim sulfatnim
ekvivalentom od 150 mg/L ZnSQ, (277,7 mg GAE/100 g svjeze tvari). Znacajne razlike izmedu
koriStenih soli zabiljeZene su tijekom prve 1 tre¢e berbe pri ¢emu su po koli¢ini ukupnih fenola
sve koncentracije cinkovog oksida (25, 75 1 150 mg/L ZnO) ostvarile znac¢ajno manje (p<0,0001)
vrijednosti od njima odgovarajucih koncentracija cinka, primjenjenih u sulfatnom obliku.
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Grafikon 7. Koli¢ina ukupnih fenola u plodu jagode sorte 'Albion’
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Napomena: Plava linija opisuje vrijednosti tijekom prve, crvena tijekom druge a zelena tijekom trece berbe.

Slika 6. Usporedba utjecaja koristenih soli na koli¢inu ukupnih fenola u plodu jagode sorte
'Albion’
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Kako bi se objasnili prikazani rezultati potrebno je poznavati ulogu cinka u metabolizmu
proteina. Interpretaciju dobivenih rezultata otezava meduovisnost brojnih molekula i
metaboli¢kih puteva, no pomocu suvremene real time PCR metode za kvantifikaciju specifi¢nih
molekula DNK, moguce je pojasniti utjecaj cinka na sintezu fenola. Ranije je spomenuta
strukturalna uloga cinka u ribosomima na kojima se odvija sinteza proteina, kao i sposobnost
cinka da veze slobodne aminokiseline u vece proteinske cjeline (Cakmak i sur, 1989). Medutim,
otkricem molekularnih struktura zvanih ,,cink-prsti“ ispostavilo se da je uloga cinka u
metabolizmu stanica znacajnija nego S$to se prethodno pretpostavljalo. Naime, ,,cink-prsti su
relativno male proteinske strukture ¢iji prostorni oblik koordinira jedan ili viSe cinkovih iona
(Kaur i sur., 2016). Danas su klasificirani razni tipovi ovih trodimenzionalnih proteinskih
struktura, a vec¢inom sluze kao svojevrsni vezivni moduli izmedu molekula DNK, RNK ili
razlicitih proteina. Ove proteinske strukture sadrze brojna izduzenja koja podsjecaju na prste
kojima vezu ciljane molekule. Ovisno o ciljanoj molekuli, mijenja se i konformacija ovih
proteina vezanjem ili otpuStanjem iona cinka (Klug, 2010). Esencijalne aminokiseline poput
histidina i cisteina vezu cinkove atome i formiraju peptidne strukture koje se vezu za nukleotidni
triplet DNK molekula (Heldt i Piechulla, 2011). Tako nastali ,,cink-prsti* postaju transkripcijski
faktori koji mogu regulirati transkripciju i ekspresiju gena. Tocnije, budu¢i da takvi
transkripcijski faktori obi¢no sadrze od 3 do 9 ,,prstiju®, od kojih svaki veze po 3 nukleotida na
DNK molekuli, u moguénosti su inhibirati ili pojacati ekspresiju odredenih gena (Segal i sur.,
1999). O vaznosti ,,cink-prstiju kao regulatornih faktora transkripcije svjedoc¢i i Takatsuji (1998)
tvrdnjom da je modulacija transkripcijske aktivnosti temelj regulacije ekspresije gena. Mnogi od
ovih proteinskih struktura uoceni su u vaznim bioloskim procesima poput morfogeneze te
imunoloskih odgovora biljaka na patogene (Takatsuji, 1998). Vazno je spomenuti da je moguce
pratiti utjecaj cinka i spomenutih proteinskih struktura na ekspresiju gena i to upotrebom
specifiénih metoda poput ,.real-time PCR* tehnike. Navedenom tehnikom moguce je ustanoviti
koji ¢e geni biti aktivnije ukljuceni te kako ¢e se to odraziti na metaboli¢ke puteve kojima ti geni
upravljaju. Takvo istrazivanje proveli su Song i sur. (2015) pri ¢emu je pracen utjecaj razlicitih
koncentracija cinka na ekspresiju gena koji reguliraju biosintezu fenolnih spojeva kod vinove
loze. Ustanovljeno je da su pri veéim koncentracijama cinkova sulfata geni koji reguliraju sintezu
fenola, bili izraZeniji. Genski izrazaj (ekspresija) je izraz za proces kojim se informacija koju nosi
odredeni gen prevodi u funkcionalne genetske produkte poput proteina koji kasnije mogu biti
sastavne jedinice odredenih enzima. Shodno tome, pojedini geni mogu biti promotori raznih
enzimatskih reakcija u sintezi fenola. Primjerice VVPAL gen promovira sintezu fenilalanin
amonijak lijaze (PAL), enzima kojim zapoc€inje biosinteza fenola (Jiu i sur., 2016). Pojatanom
ekspresijom tog gena, koju su uzrokovale veée koncentracije ZnSQO4, poveéava se i koncentracija
PAL enzima koji sudjeluje u sintezi fenolnih spojeva (Song i sur., 2015). Naime, PAL enzim
katalizira sintezu cimetne kiseline iz fenilalanina ¢ime zapocinje sinteza fenola (Slika 7). Razliciti
geni (VVPAL, VvSTS29, VvCHI, VvF3H) poticu sintezu enzima koji sudjeluju u sintezi fenola 1
flavonoida, a Song 1 sur. (2015) su zabiljezili pojacanu ekspresiju tih gena pri vecim
koncentracijama ZnSQO,4. Tako se primjerice, ekspresija VVPAL gena povecala pri najvecoj
koncentraciji ZnSQO, (folijarna primjena 8 g/L, dva tjedna prije i nakon cvatnje). Ekspresija
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VVSTS29 gena koji promovira sintezu enzima stilben sintaze (STS) povecana je pod utjecajem
folijarne aplikacije 1 g/L ZnSO,. Stilben sintaza je enzim zasluzan za sintezu stilbena, fenolnih
spojeva antimikrobnog djelovanja, korisnih za obranu od patogena (Dai 1 sur., 2012). Takoder,
zabiljezen je 1 pozitivan utjecaj cinka na koncentraciju flavonoida, spojeva koji Stite biljku od
Stetnog UV zraCenja te napada Stetnika, a sluze i kao signalne molekule. Song i sur. (2015)
navode da su vece koncentracije cinka rezultirale veCom ekspresijom VvCHI i VVCHS gena koji
reguliraju sintezu halkon sintaze (CHS) i halkon izomeraze (CHI), odnosno enzima zasluznih za
sintezu flavonoidnih spojeva (Slika 7). Slicno potvrduju Muir i sur. (2001) ustanovivsi da
povecana ekspresija VVCHI gena rezultira ve¢om koncentracijom halkon izomeraze, a time i
vis$im koncentracijama flavonoida u plodu raj¢ice. Uz navedeno, uocena je i pojac¢ana ekspresija
VVF3H gena kljuénog za sintezu flavonoida iz naringenin halkona i to ponovno pod utjecajem
veéih koncentracija cinka (Song i sur., 2015). Navedeno se poklapa s dobivenim rezultatima
koli¢ine ukupnih flavonoida iz ovog istrazivanja. Naime, ve¢e koncentracije cinkova sulfata (150
i 300 mg/L) ostvarile su znacajno najveée vrijednosti ukupnih flavonoida tijekom prve berbe
(157,89 1 156,6 mg GAE/100 g svjeze tvari). Slican trend zabiljezen je i tijekom treée berbe kada
su zabiljeZene najvece vrijednosti koli¢ine ukupnih flavonoida (179,9 mg GAE/100 g svjeze
tvari) kod najveéih koncentracija cinkova sulfata. Takoder, vidljiv je porast koli¢ine ukupnih
fenola i flavonoida odmakom vremena berbe (Grafikon 7 i1 8) $to vjerojatno upucuje na
akumulaciju ovih spojeva starenjem biljke. Tijekom prve i tre¢e berbe, razvidne su signifikantne
razlike izmedu koriStenih cinkovih soli. Pritom su znacajno veée vrijednosti ukupnih flavonoida
zabiljezene kod svih primijenjenih koncentracija cinkovog sulfata (50, 150 i 300 mg/L) u odnosu
na jednake koncentracije cinka primijenjenog u obliku cinkovog oksida, pri p<0,0001 (Slika 8).
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Slika 7. Biosinteza fenola i fenolnih spojeva. Enzimi regulirani VVPAL, VvSTS29, VVCHI, VVCHS i
VVF3H genima ozna&eni su crvenom bojom. Na ekspresiju navedenih gena utjece cink (Cukrov, 2017.

prema Song i sur., 2015).
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Grafikon 8. Koli¢ina ukupnih flavonoida ploda jagode sorte ‘Albion'
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Napomena: Plava linija opisuje vrijednosti tijekom prve, crvena tijekom druge a zelena tijekom trece berbe.

Slika 8. Usporedba utjecaja koristenih soli na koli¢inu ukupnih flavonoida ploda jagode sorte
‘Albion’
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4.7. Koli¢ina ukupnih neflavonoida

Koli¢ina ukupnih neflavonoida tijekom prve berbe smanjivala se povecanjem
koncentracije cinka, neovisno o koristenoj soli. Suprotno trendu iz prve berbe, biljke tretirane
cinkovim oksidom znacajno su se razlikovale od kontrolne skupine tijekom druge berbe. Pritom
je najveca koli¢ina neflavonoida zabiljezena pri koncentraciji cinka od 75 mg/L ZnO (102,06 mg
GAE/100 g svjeze tvari). Tijekom tre¢e berbe, vidljivo je znaCajno smanjenje koliCine
neflavonoida kod biljaka tretiranih cinkovim oksidom (Grafikon 9) pri ¢emu je najveca
koncentracija primijenjenog cinkova oksida (150 mg/L) ostvarila i najvecu vrijednost ukupnih
neflavonoida (93,54 mg GAE/100 g svjeze tvari). Biljke tretirane cinkovim sulfatom tijekom
druge berbe nisu ostvarile zna¢ajno vecu koli¢inu neflavonoida u odnosu na kontrolnu skupinu, a
u trecoj berbi najvedi rezultat zabiljezen je pri koncentraciji od 150 mg/L ZnSO4 (97,78 mg
GAE/100 g svjeZze tvari). Znafajne razlike u koli¢ini neflavonoida zabiljeZene su izmedu
koriStenih soli. Pritom su tijekom prve i druge berbe znacajno vece vrijednosti neflavonoida
ostvarene pri koncentracijama cinkovog oksida od 75 i 150 mg/L ZnO (p=0,0026 tijekom prve i
p<<0,0001 tijekom druge berbe) u odnosu na sulfatni oblik cinka. Ipak, u tre¢em roku berbe
biljke tretirane koncentracijama cinkovog sulfata od 50 i 150 mg/L ostvarile su znacajno
(p=0,0126 i p<0,0001) vece koli¢ine neflavonoida u odnosu na one tretirane cinkovim oksidom.
Budu¢i da su neflavonoidi, kao i flavonoidi, produkti metabolickog puta biosinteze fenola
njihova koncentracija ovisi o razini ukupnih fenola, ali i flavonoida. 1z prethodno prikazanog
grafikona (Grafikon 9), uocljiv je znacajan porast koli¢ine neflavonoida tijekom druge berbe $to
je proporcionalno znacajnom padu razine flavonoida (Grafikon 8) tijekom istog roka berbe.
Neflavonoide uglavnom c¢ine fenolne kiseline koje se mogu podijeliti u dvije skupine: derivati
benzojeve kiseline (kao §to je galna kiselina) i derivati cimetne Kiseline (kumarinska i ferulinska
kiselina). Nemoguce je govoriti o izravnoj ulozi cinka na sintezu spomenutih kiselina, medutim
prethodno razjaSnjen utjecaj cinka na ekspresiju gena koji reguliraju biosintezu fenola, mogao bi
pomoci u opisu dobivenih rezultata. Naime, ve¢e koncentracije cinkova sulfata rezultirale su
vecom sintezom ukupnih fenolnih spojeva (Grafikon 7). Shodno tome, porast razine neflavonoida
vjerojatnije je uzrokovan povecanjem koncentracije ukupnih fenolnih spojeva nego izravnim
utjecajem cinka. Promatrajuci sve tri berbe, uocljivo je da su veée koncentracije cinkova sulfata
znacajnije i pozitivnije utjecale na sintezu flavonoida, dok su koli¢ine neflavonoida Cesto bile
slicne ili nize od onih zabiljeZenih kod biljaka kontrolne skupine.
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Grafikon 9. Koli¢ina ukupnih neflavonoida u plodu jagode sorte 'Albion’
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Napomena: Plava linija opisuje vrijednosti tijekom prve, crvena tijekom druge a zelena tijekom trece berbe.

Slika 9. Usporedba utjecaja koriStenih soli na koli¢inu ukupnih neflavonoida ploda jagode sorte
‘Albion’
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4.8. Koli¢ina ukupnih antocijana

Tijekom prve berbe, neovisno o primijenjenoj koncentraciji, nisu zabiljeZene znacajne
razlike u koli¢ini ukupnih antocijana kod biljaka tretiranih cinkovim oksidom (ZnO). Sli¢no je
zabiljezeno i kod plodova tretiranih cinkovim sulfatom (ZnSO,) pri ¢emu su sve primijenjene
koncentracije ostvarile znacajno manje rezultate od kontrolne skupine (Grafikon 10). Sli¢no je
zabiljezeno 1 tijekom druge berbe. Najveca koli¢ina ukupnih antocijana zabiljezena je pri
koncentraciji od 25 mg/L ZnO (409,38 mg/L) tijekom tre¢e berbe, a daljnim povecavanjem
koncentracije cinkovog oksida zabiljezen je pad koli¢ine ukupnih antocijana (Grafikon 10). Iz
prikazanog grafikona vidljiva je vrijednosno veca koli¢ina ukupnih antocijana kod biljaka
tretiranih cinkovim oksidom tijekom svih berbi. Usporedujuéi obje koristene soli tijekom prve
berbe utvrdene su znacajno vece vrijednosti (p=0,0114) ukupnih antocijana kod biljaka tretiranih
cinkovim oksidom pri koncentraciji od 25 mg/L u odnosu na sulfatni oblik (ZnSO,4) u
koncentraciji od 50 mg/L. Sli¢an trend zabiljezen je kod navedene koncentracije cinka i tijekom
druge i tre¢e berbe sa statisticki signifikatnih razlikama (p=0,0048; (p<0,0001) (Slika 9). Pritom
su u oba slucaja vece vrijednosti zabiljezene kod biljaka tretiranih cinkovim oksidom.

Sinteza antocijana u plodu jagode isklju¢ivo je vezana uz put fenilpropanoidnog lanca
(Cheng i Breen, 1991), dok biosintezi antocijana prethodi sinteza flavonoida. Budu¢i da su
antocijani produkti biosinteze flavonoida (Slika 7), njihova sinteza uvelike ovisi i o reakcijama
koje im prethode, ali i prekursorima koji u njima sudjeluju (Springob i sur., 2003). Tako
primjerice Song i sur. (2015) navode kako bi vece koncentracije flavonoida, nastale pojacanom
ekspresijom gena pod utjecajem cinka, mogle rezultirati i poviSenim koncentracijama antocijana.
Tretmani cinkovim sulfatom znacajno su pojacali ekspresiju prethodno spomenutih gena
ukljuéenih u sintezu fenola (VvPAL, VvSTS29, VVCHS, VVCHI) u svim fazama razvoja ploda
vinove loze, medutim isto se ne moze reci i za gene koji reguliraju biosintezu antocijana (Song i
sur., 2015). Upravo suprotno, geni zasluzni za sintezu antocijana (VvLDOX) u fazi zrelog ploda
bili su inhibirani ve¢im koncentracijama cinka. Shodno tome, moguce je pojasniti dobivene
rezultate iz ovog istrazivanja. Manje vrijednosti koli€ine antocijana zabiljezene su upravo kod
biljaka tretiranih cinkovim sulfatom. Laksa topljivost ove soli rezultirala je snaznijim usvajanjem
cinka unutar biljke, a time je veca koncentracija cinka vjerojatno posljedi¢no inihbirala VvLDOX
gen i utjecala na sintezu antocijana. Navedeno je rezultiralo manjim koli¢inama antocijana u
odnosu na biljke tretirane cinkovim oksidom koji je teze topiv, ¢ime je koncentracija cinka kao
inhibitora bila manja. Medutim, nemoguce je sa sigurno$¢u obrazlagati dobivene rezultate buduci
da je sinteza antocijana uvjetovana mnogim egzogenim i endogenim ¢imbenicima. Temperatura i
svjetlo samo su jedan od primjera egzogenih ¢imbenika koji utjeCu na sintezu antocijana
(Soubeyrand 1 sur., 2014). Kao jedan od primjera endogenih ¢imbenika moguce je navesti utjecaj
saharoze na ekspresiju gena koji sudjeluju u biosintezi antocijana. Ustanovljeno je da saharoza
kao signalna molekula moZe ihnibirati ili pojacati ekspresiju spomenutih gena (Solfanelli 1 sur.,
2006). Navedeno otezava donoSenje zakljucaka o isklju¢ivom utjecaju cinka na koli¢inu ukupnih
antocijana ploda jagode.
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koriStenih soli uvrstene su zajedno s vrijednostima signifikantnosti (p) u tekstu.

Grafikon 10. Koli¢ina ukupnih antocijana ploda jagode sorte 'Albion’
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Napomena: Plava linija opisuje vrijednosti tijekom prve, crvena tijekom druge a zelena tijekom treée berbe.

Slika 10. Usporedba utjecaja koriStenih soli na koli¢inu ukupnih antocijana ploda jagode sorte
‘Albion’
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4.9. Antioksidacijski kapacitet

Tijekom prve berbe, neovisno o primijenjenom obliku cinka (ZnO ili ZnSQO,), nisu
zabiljeZene znacajne razlike antioksidacijskog kapaciteta medu razli¢itim koncentracijama
(Grafikon 10). Istovremeno su se vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta kretale od 2248 do
2285 umol TE/L nakon cega je tijekom druge berbe uocen znacajan pad navedenih vrijednosti
kod obje koristene soli. Pritom je kod biljaka tretiranih cinkovim oksidom zabiljezen znacajan
pad vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta povecanjem koncentracije cinka. Sli¢an trend
zabiljezen je i kod treéeg roka berbe pri ¢emu je najveca vrijednost antioksidacijskog kapaciteta
zabiljezena kod biljaka tretiranih s 25 mg/L ZnO (2265,75 pmol TE/L). Istovremeno, biljke
tretirane cinkovim sulfatom nisu zabiljezile znacajne razlike izmedu tretmana (Grafikon 10).
Tijekom prve (p=0,0046) i trece (p=0,0027) berbe znacajno vece vrijednosti antioksidacijskog
kapaciteta ostvarene su koriStenjem cinkovog sulfata u koncentraciji od 150 mg/L u odnosu na
oksidni oblik od 75 mg/L ZnO. Takoder, tijekom druge i treCe berbe zabiljeZzena je znacajno
(p<0,0001) veca vrijednost antioksidacijskog kapaciteta koristenjem sulfatne soli pri 300 mg/L u
odnosu na jednaku koncentraciju cinka pri 150 mg/L ZnO.
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Kontrola 25mg/L 75mg/L 150 mg/L Kontrola 50mg/L 150 mg/L 300 mg/L
Zn0 Zn0 Zn0 ZnS04 ZnS04 ZnS04

Mm1.Berba ™2 .Berba m3.Berba

Napomena: Prikazane su prosje¢ne vrijednosti + SD (standardna devijacija). Razli¢ita slova oznacavaju signifikantne
razlike pri p<0,0001, promatranih izmedu razli¢itih koncentracija za pojedina¢an obliksoli. Utvrdene razlike izmedu
koristenih soli uvrstene su zajedno s vrijednostima signifikantnosti (p) u tekstu.

Grafikon 11. Antioksidacijski kapacitet ploda jagode, sorta Albion.
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Napomena: Plava linija opisuje vrijednosti tijekom prve, crvena tijekom druge a zelena tijekom treée berbe.

Slika 11. Usporedba utjecaja koristenih soli na antioksidacijski kapacitet ploda jagode sorte
‘Albion’

Razne studije (Prior i Cao, 1999; Majdoub i sur., 2017) dokazale su pozitivnu korelaciju izmedu
koli¢ine ukupnih fenola 1 antocijana te antioksidacijskog kapaciteta. Sugeriraju¢i pritom da
povecanjem koli¢ine spomenutih spojeva dolazi 1 do povecanja ukupnog antioksidacijskog
kapaciteta. Nadalje, Tavallali 1 suradnici (2017) potvrduju pozitivnu ulogu cinka u akumulaciji
ukupnih fenola te istovremeno biljeZe i porast antioksidacijskog kapaciteta anisa. Premda je u
ovom istrazivanju prethodno zabiljezen porast ukupnih fenola, flavonoida 1 antocijana
povecanjem koncentracije cinka, nisu ostvarene znaCajne razlike u vrijednostima
antioksidacijskog kapaciteta izmedu razli€itih tretmana cinkom. Razlog tome vjerojatno leZi u
¢injenici da 1 brojni drugi spojevi 1 enzimi utjecu na razinu antioksidacijskog kapaciteta biljaka.
Antioksidacijski kapacitet je dodatno uvjetovan i genetskim predispozicijama (Wang i Lin, 2000)
te abiotskim ¢imbenicima. Buduéi da su svi tretmani zabiljezili sli¢ne vrijednosti kao i kontrolne
skupine biljaka razvidno je da cink nije znac¢ajnije utjecao na navedeno svojstvo. Ipak, potrebno
je osvrnuti se na pad vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta tijekom drugog roka berbe. Naime,
budué¢i da su sve biljke, ukljucuju¢i 1 one iz kontrolne skupine, zabiljezile znacajan pad
vrijednosti tijekom druge berbe nemoguce je govoriti o utjecaju cinka na ovo svojstvo. Medutim,
abiotski ¢imbenici poput svjetla (Zhu 1 sur., 2017) i topline (Hansawasdi 1 sur., 2006) znacajno
mogu utjecati na antioksidacijski kapacitet biljke. Promotri li se prikaz kretanja temperature zraka
i fotosintetske aktivne radijacije (Grafikon 1), uo€ljiv je kontinuirani pad vrijednosti iluminacije u
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trajanju od 6 dana, prije drugog roka berbe (15. svibnja). Navedeno je vjerojatno uzrokovalo pad
vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta za 100-170 umol TE/L (Grafikon 11). Spomenuto se
podudara s navodima drugih autora koji biljeze smanjenje antioksidativne aktivnosti pri uvjetima
slabijeg osvjetljenja (Zhu i sur., 2017; Lourdes i sur., 2014).
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5. Zakljucci

Temeljem provedenog istrazivanja djelovanja razli¢itih koncentracija cinkova oksida
(Zn0) i cinkova sulfata (ZnSO,) na kvalitetu ploda jagode moze se zakljuciti:

1. Proporcionalno poveéanju koncentracije cinkova oksida (ZnO) i sulfata (ZnSOy) rasla je i
tvrdoca ploda, Sto se moze pozitivno odraziti na ocCuvanje ploda prilikom transporta ili
skladistenja.

2. Primjena cinkovih soli nije znacajno utjecala na akumulaciju suhe tvari ploda tijekom
prve berbe, medutim povecanjem koncentracije cinka vjerojatno je stimulirana aktivnost uglji¢ne
anhidraze $to je rezultiralo porastom vrijednosti sadrzaja suhe tvari u kasnijim rokovima berbe.

3. Sadrzaj ukupnih kiselina ploda rastao je pod utjecajem cinkova sulfata, no u posljednjoj
berbi, vece koncentracije ZnO (75 1 150 mg/L) rezultiraju padom sadrzaja ukupnih kiselina.
4. Tretmani cinkovim sulfatom ostvarili su veéi sadrzaj ukupnih Secera. Pojacana aktivnost

enzima (saharoza sintaza, sorbitol dehidrogenaza, fruktoza-1,6-bifosfat aldolaza) koji reguliraju
metabolizam ugljikohidrata, a sadrZe cink u svojoj strukturi, objaSnjava navedeni rezultat.

5. Tretmani cinkovim sulfatom ostvarili su ve¢i sadrzaj vitamina C. Interferencija cinka u
elektron transportni lanac mitohondrija i kloroplasta oslobada veci broj oksidnih radikala Sto
vjerojatno stimulira sintezu antioksidacijskih mehanizama i vitamina C.

6. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida znacajnije je rastao pod utjecajem veéih koncentracija
cinkova sulfata. Vjerojatno je razlog tome pojacana ekspresija gena (VVPAL, VvSTS29, VvCHS,
VvCHI) zasluznih za sintezu enzima koji sudjeluju u biosintezi fenola. Cinkov oksid je pak
znacajnije utjecao na sadrZaj ukupnih neflavonoida i antocijana.

7. Vece koncentracije cinka, neovisno o koriStenoj soli, nisu znacajnije utjecale na
antioksidacijski kapacitet ploda jagode.

Poznavanjem zahtjeva jagode prema cinku moguce je unaprijediti uzgoj te osigurati vecu
nutritivnu i zdravstvenu vrijednost plodova ove vrste. Cink doprinosi potpunom ostvarenju
genetskih predispozicija jagode, a njegov nedostatak rezultira slabijom kvalitetom ploda. Stoga je
pravilno gospodarenje ovim mikroelementom od iznimne vazZnosti a njegova uloga u biljci
neupitna.
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