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SADRZAJ POLIFENOLA I ANTIOKSIDATIVNI KAPACITET
EKSTRAKATA LISTOVA PARADAJZA ZARAZENIH
PLAMENJACOM

Dejan Prvulovié!, Sladana Medic'-PapZ, Dario Danojevic’z,
Sonja Tancic¢-Zivanov’, Dragana Latkovié'

Izvod: Plamenjaca je jedan od glavnih uzroka smanjenja prinosa paradajza §to moze
dovesti do velikih ekonomskih gubitaka. U ovom radu je ispitan biohemijski odgovor
listova paradajza sorte ‘Plovdivski kasni’ na infekciju prouzrokovadem plamenjace
Phytopththora infestans. Utvrdeno je da postoji korelacija izmedu stepena zarazenosti
biljke i sadrzaja ukupnih polifenola i flavonoida u listovima. Razli¢it sadrzaj fenolnih
jedinjenja je uticao i na antioksidativni kapacitet ekstrakata listova. Pove¢anjem stepena
infekcije sadrzaj rastvorljivih polifenolnih jedinjenja i antioksidativni kapacitet listova
se smanjivao.

Kljuéne reéi: antioksidantni testovi, fenoli, paradajz, plamenjaca

Uvod

Paradajz (Solanum Iycopersicum L.) je jedna od najznacajnijih povrtarskih vrsta,
koristi se Sirom sveta u velikim koli¢inama u svezem ili preradenom obliku (Ray i sar.,
2011). Plamenjaca koju prouzrokuje Phytophthora infestans (Mont.) de Bary je glavni
uzro¢nik smanjenja prinosa paradajza (Nowicki i sar., 2013). Razvoju i Sirenju bolesti
pogoduje prohladno, kiSovito vreme pra¢eno visokom relativnom vlaznoséu vazduha
(Medi¢-Pap 1i sar., 2017). U takvim uslovima spoljne sredine hemijski tretmani su se
pokazali kao neefikasni (Gisi i sar., 2011).

Biljke su razvile brojne odbrambene mehanizme od napada patogena. Kontakt sa
patogenom dovodi do aktivacije strukturnih i hemijskih barijera koje §tite organizam od
daljeg prodora mikroorganizama u tkiva i organe (Lattanzio i sar., 2006). Poznato je da
je prvi odgovor biljke na napad patogena brza sinteza velike koli¢ine reaktivnih
kiseoni¢nih cestica ROS (reactive oxygen species) (Mandal i sar., 2008). ROS imaju
veoma znacajnu ulogu kao signalni molekuli, ali su istovremeno i vrlo reaktivni. Da bi
se predupredili toksi¢ni efekti delovanja ROS biljke produkuju enzimske i neenzimske
antioksidantne mehanizme odbrane koji su sposobni da uklanjaju reaktivne kiseoni¢ne
Cestice (Helepciuc i sar., 2014).

Polifenoli su velika klasa sekundarnih biomolekula biljaka koji imaju veoma
znacajnu ulogu u odbrani organizma od patogena (Freeman i Beatie, 2008). Flavonoidi,
jedna od podklasa fenolnih jedinjenja, imaju vaznu ulogu u otpornosti biljaka prema
patogenim bakterijama i gljivama (Oszmianski i sar., 2015). Flavonoidi na razli¢ite
nac¢ine mogu da zastite biljku: da dovedu do inaktivacije enzimskih sistema kod
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patogena ili da formiraju kristalne structure u biljnom tkivu koje ¢e spreciti dalji prodor
patogena (Skadhauge i sar., 1997). Polifenolna jedinjenja su efikasni antioksidansi,
sposobni da neutraliSu slobodne kiseoni¢ne radikale koje produkuju patogeni i/ili biljka
(Dai i sar., 1996).

Cilj ovog rada je bio da se ispita uticaj stepena zarazenosti listova plamenjacom na
sadrzaj polifenolnih jedinjenja 1 antioksidativni kapacitet listova paradajza sorte
Plovdivski kasni.

Materijal i metode rada

Listovi paradajza sorte 'Plovdivski kasni' za biohemijsku analizu uzorkovani su u
fazi plodonosenja iz poljskog ogleda na lokalitetu Rimski Sanéevi. Uzeto je po
slu¢ajnom izboru ukupno 30 (10 po ponavljanju) potpuno razvijenih vrsih listova sa
razli¢itih biljaka. Intenzitet prirodne zaraze listova plamenjaom ocenjen je po
modifikovanoj EPPO skali: 0-bez simptoma, I-manje od 5% povrSine lista sa
simptomima 2-5-10% povrsine lista sa simptomima 3-10-25% povrSine lista sa
simptomima 4- 25-50% povrsine lista sa simptomima 5- plamenjaca prekriva vise od
50% lisne povrsine. Nakon ocene listovi su grupisani na osnovu intenziteta oboljenja i
uradena je biohemijska analiza.

Suvi biljni materijal (200 mg) je samleven u mlinu do finog praha i ekstrahovan sa
50 mL 70% rastvora acetona u toku 24 ¢asa. Nakon centrifugiranja na 5000 obrtaja min’
"u toku 10 minuta, supernatant je prenet u obeleZene kivete i uvan u frizideru za dalje
biohemijske analize.

Sadrzaj ukupnih polifenola (UP) je odreden kolorimetrijskom metodom pomocu
Folin-Ciocalteu reagensa (Nagavani i Raghava Rao, 2010). Koncentracija ukupnih
flavonoida (UF) u biljnom materijala je izmeren spektrofotometrijski pomocu rastvora
AlCl; (Saha i sar., 2013). Sadrzaj UP i UF u acetonskim ekstraktima lista paradajza je
izrazem u miligram-ekvivalentima kvercetina u gramu suvog biljnog materijala (mg
QE/g SM). Antioksidativni kapacitet ekstrakata lista paradajza je izmeren sa Sest
razliCitih spektrofotometrijskih testova. Sposobnost uklanjanja DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) radikala je izmerena po metodi koju su opisali Lai i Lim (2011). Ukupna
antioksidativna aktivnost (UAA) je odredena fosfomolibdenskom metodom (Kalaskar i
Surana, 2014). Metodom po Saha i sar. (2013) je odreden ukupni redukcioni kapacitet
(URK) acetonskih ekstrakata. Rezultati FRAP (ferric-reducing antioxidant power) testa
su dobijeni metodom opisanom u radu Valentdo i sar. (2002). Sposobnost uklanjanja
molekula ABTS (2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) je odredena po
metodi Miller i sar. (1993). Rezultati testova antioxidativne aktivnosti su izrazeni u
milligram-ekvivalentima troloksa u gramu suvog biljnog materijala (mg trolox/g SM).
Sposobnost inhibicije formiranja superoksid radikala ekstrakata je izmerena preko NBT
(nitro blue tetrazolium) testa i izrazena u % inhibicije (Kalaskar i Surana, 2014).
Merenja su uradena u tri ponavljanja

Dobijeni rezultati biohemijskih parametara su obradeni u statistiCkom programu
STATISTICA ver. 12 (StatSoft, Inc., USA) primenom analize varijanse i poredenjem
srednjih vrednosti putem Bonferoni testa (P<0,05). Koeficijenti korelacija su izraunati
prema Spearman-u.
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Rezultati istraZivanja i diskusija

Sadrzaj ukupnih polifenola opada sa poveanjem zarazenosti lisne povrSine
plamenjacom (Tabela 1). Pri ¢emu je najveca razlika u sadrzaju ukupnih polifenola
izmedu listova bez prisustva simptoma i listova na kojima plamenjaca prekriva manje
od 5% povrsine lista. U sadrzaju ukupnih flavonoida nema znacajne razlike izmedu
listova bez simptoma i listova sa intenzitetom infekcije do 10% (Tabela 1). Pri
povecanju zarazenosti listova iznad 10% sadrzaj UF opada.

Tabela 1. Sadrzaj polifenola i antioksidativna aktivnost ektrakata lista paradajza
Table 1. Polyphenolic content and antioxidant activity of tomato leaves extracts

Steren infekcije
Parametar .
Infection rate
Parameter
0 1 2 3 4
Ukupni polifenoli (UP) 52,27 + 50,81 + 52,12+ 41,99 + 33,89 +
Total polyphenolics(TP) 0,797 1,262 1,031 0,398 0,793
Ukupni flavonoidi (UF) 35,64 + 20,23 + 14,81 + 15,47 + 8,47
Total flavonoids(TF) 0,349 0,737 0,149 0,129 0,165
DPPH test 441+ 3,76 = 2,80 241+ 1,38 +
DPPH test 0,121 0,292 0,196 0,239 0,078
ABTS test 1,57 + 1,50 + 1,31+ 1,33+ 1,22 +
ABTS test 0,006 0,039 0,049 0,017 0,059
FRAP test 6,62 + 4,98 + 3,64+ 342+ 2,54+
FRAP test 0,181 0,189 0,083 0,115 0,117
NBT test 55,81+ 52,96 + 52,05 + 43,22 + 35,77 +
NBT test 1,030 1,151 0,992 0,358 0,669
Ukupni red(llljﬁllg;n kapacitet 8.5 + 9.13 + 934+ 8.00 + 720 +
Total reduction capacity (TRC) 0,245 0,181 0,183 0,092 0,161
Ukupna antlo(lglgztivna aktivnost 53,77+ 57463 + 61,03 + 59,51 + 5031 +
Total antioxidant activity (TAA) 2,431 1413 2,491 0,467 1,229

'mg QE/g SM “mg trolox/g SM *%

Pri porastu zaraZzenosti listova od 0 do 25% nije ustanovljena znacajna razlika u
vrednostima URK. Medutim uocava se znacajan pad URK kada zarazenost lista
dostigne 25-50% (Tabela 1). Ukupna antioksidativna aktivost raste sa povecanjem
zarazene povrsine listova, ali opada kada ta zarazenost prede 25% (Tabela 1).

Dobijeni rezultati ukazuju da se biljka u pocetnim fazama infekcije brani
akumulacijom UK i UF i pove¢anjem antioksidativne aktivnosti. Sto je u saglasnosti sa
Nowicki et al., (2012). koji ukazuju na to da su fenolna jedinjenja ukljuéena u primarnu
liniju odbrane biljaka paradajza pri napadu P. infestans.

Visoko znacajna negativna korelacija utvrdena je izmedu intenziteta oboljenja
listova 1 sadrzaja ukupnih fenola, ukupnih flavonoida, DPPH, ABTS, FRAP i NBT testa
(Tabela 2.). Dok su ovi biohemijski parametri medusobno u pozitivnoj korelaciji.
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Tabela 1. Korelacija izmedu biohemijskih parametara i intenziteta zarazenosti lista
Table 1. Correlation between biochemical parameters and leaf infection intensity

Parametar UP UF | DPPH | ABTS | FRAP | NBT | URK | UAA
Parameter
Intenzitet
oboljenja/ io ifo ?\ g go ?n = Q
Disease severity oy < S < N o = =
< < < < < < ' '
UPY/TP! 0,55 | 0,83** | 0,69%* | 0,85** | 0,86** | 0,59* 0,36
UE!/TF! 0,88** | 0,92%* | 0,86** | 0,80** | 0,30 -0,04
DPPH*/DPPH’ 0,92%* | 0,99%* | 0,91** | 045 0,05
ABTS%/ABTS’ 0,91*% | 0,85%* | 0,23 -0,01
FRAPYFRAP’ 0,95%* | 0,48 0,06
NBT*/ NBT® 0,50 0,11
URK?*/TRC? 0,63*
*znacajno na nivou 5% ** znacajno na nivou 1%

Zakljucak

Rezultati prikazani u ovom radu ukazuju na negativnu korelaciju izmedu sadrzaja
polifenolnih jedinjenja, antioksidativnog kapaciteta i stepena infekcije listova paradajza
sorte 'Plovdivski kasni' sa P. infestans. PoveCanjem intenziteta zarazenosti listova
paradajza ove sorte smanjuje se biosinteza polifenolnih jedinjenja Sto za posledicu ima
nizi kapacitet antiokdsidativne zastite.

Napomena
Istrazivanja u ovom radu deo su projekta TR-31030 ,,Stvaranje sorata i hibrida

povréa za gajenje na otvorenom polju i zasti¢enom prostoru® koji finansira Ministarstvo
prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja Republike Srbije.
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POLYPHENOLIC CONTENT AND ANTIOXIDANT CAPACITY OF
TOMATO LEAVES EXTRACTS INFECTED WITH LATE BLIGHT

. ./l .y 2 . )
Dejan Prvulovié¢', Sladana Medic-Pap®, Dario Danojevic’,
. e s 5. 2
Sonja Tancic-Zivanov

Abstract

Late bligth is one of the main causes of the tomato yeild losses. In this paper, the
biochemical response of tomato variety Plovdivski kasni in leaves infected with
Phytopththora infestans was analyzed. It was found that there is a correlation between
the degree of disease severity and the content of total polyphenols and flavonoids in the
leaves. The different content of phenolic compounds also affected the antioxidant
capacity of leaf extracts. By increasing the degree of infection, the content of the soluble
polyphenolic compounds and the antioxidant capacity of the leaves decreased.

Key words: antioxidant activity, late blight, polyphenolics, tomato
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