UNIVERZITET U BEOGRADU

HEMIJSKI FAKULTET

Jelena Z. Vukadinovi¢

UTICAJ HERBICIDA NIKOSULFURONA |
MEZOTRIONA I FOLIJARNOG DUBRIVA
NA SADRZAJ FITOHEMIKALIJA U LISTU 1
ZRNU KUKURUZA SECERCA

doktorska disertacija

Beograd, 2021.



UNIVERSITY OF BELGRADE

FACULTY OF CHEMISTRY

Jelena Z. Vukadinovi¢

EFFECT OF NICOSULFURON AND
MESOTRIONE HERBICIDES AND FOLIAR
FERTILIZER ON THE PHYTOCHEMICALS

CONTENT IN THE SWEET MAIZE LEAF
AND GRAIN

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2021.



Mentori:

Clanovi komisije:

Datum odbrane:

U Beogradu,

2021.

dr Dusanka Milojkovi¢-Opsenica, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu - Hemijski fakultet

dr Snezana Mladenovi¢ Drini¢, naucni savetnik
Institut za kukuruz ,,Zemun Polje*

dr Jelena Trifkovié¢, vanredni profesor
Univerzitet u Beogradu — Hemijski fakultet

dr Vesna Dragicevi¢, naucni savetnik
Institut za kukuruz ,,Zemun Polje*



Zahvalnica

Hvala Institutu za kukuruz ,, Zemun Polje* sto je omogucio izradu ove doktorske disertacije, kao i
Katedri za Analiticku hemiju, Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Prvenstveno se zahvaljujem mentoru, dr Dusanki Milojkovi¢-Opsenici, redovnom profesoru
Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu na svestranoj podrsci, razumevanju i pomoci tokom
izrade i pisanja ove doktorske disertacije. Zahvalnost dugujem i dr Snezani Mladenovi¢ Drinic,
naucnom savetniku Instituta za kukuruz ,, Zemun Polje“ na korisnim sugestijama i podrsci koji su
bili od neizmernog znacaja u toku izrade doktorske disertacije.

Posebnu zahvalnost dugujem dr Vesni Dragicevi¢, naucnom savetniku Instituta za kukuruz ,, Zemun
Polje* na nesebicnoj pomoci tokom realizacije eksperimentalnog dela, kao i pisanja ove doktorske
disertacije, beskrajnom razumevanju, kao i korisnim sugestijama koje su doprinele kvalitetu ove
doktorske disertacije. Takode, zahvaljujem se dr Jeleni Trifkovi¢, vanredovnom profesoru
Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu na korisnim sugestijama i smernicima pri zavrsnoj
izradi doktorske disertacije.

Veliku zahvalnost dugujem dr Mileni Simi¢, naucnom savetniku Instituta za kukuruz ,, Zemun Polje
koja ucestvovala u osmisljavanju ogleda i nesebicno mi je prenela svoje znanje i uvela me, u za
mene nepoznatu, oblast primene agrotehnickih mera u kukuruzu. Zahvaljujem se dr Jeleni Srdic¢,
naucnom savetniku Instituta za kukuruz ,, Zemun Polje* koja je sa mnom podelila svoje znanje o
kukuruzu specificnih svojstava, ucestvovala u realizaciji ogleda, kao |\ na pomoci oko statisticke
obrade rezultata. Zahvaljujem se dr Milanu Brankov, naucnom saradniku Instituta za kukuruz
., Zemun Polje‘ na pomoci u toku izrade eksperimentalnog dela disertacije kao i tumacenju
rezultata proisteklih u ovoj doktorskoj disertaciji.

Hvala svim kolegama koji su na bilo koji nacin pomogli u izradi ove doktorske disertacije, a
posebno se zahvaljujem Biljani Noro, Branki Radovanovi¢, Miroslavu Maksimoviéu i Milanu
Kosticu, kao i koleginicama iz grupe za Selekciju hibrida kukuruza specificnih svojstava Instituta za
kukuruz ,, Zemun Polje .

Na kraju, ali ne i najmanje vazno, beskrajnu zahvalnost dugujem majci Zorici i suprugu Milosu na
bezuslovnoj podrsci, razumevanju i ljubavi.



lzvod

Uticaj herbicida nikosulfurona i mezotriona i folijarnog dubriva na sadrzaj fitohemikalija u
listu i zrnu kukuruza Seéerca

Predmet ove disertacije bio je proucavanje uticaja herbicida sa ili bez primene folijarnog
dubriva na sadrzaj fitohemikalija u listu i zrnu Cetiri hibrida kukuruza Secerca (ZP504su, ZP355su,
ZP553su i ZP515su) tokom dve godine, u cilju definisanja njihove tolerantnosti i karakteristicnog
odgovora. Sadrzaj fitohemikalija odreden je primenom visoko-efikasne tec¢ne hromatografije sa
ultravioletnim detektorom sa vise dioda i fluorescentnim detektorom i visoko-efikasne jonske
hromatografije sa pulsno-amperometrijskim detektorom. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja,
glutationa 1 antioksidativna aktivnost odredeni su primenom UV/VIS spektrofotometrije.
Hromatografska razdvajanja su postignuta pri nizim protocima mobilnih faza uz smanjen utrosak
organskih rastvaraca podrzavajuéi na taj nacin trendove zelene analiticke hemije. Dobra linearnost,
taCnost, niska granica detekcije, direktno HPLC odredivanje ekstrakata bez derivatizacije, skraceno
vreme ekstrakcije i trajanja analize omogucili su rutinsko kori§¢enje primenjenih hromatografskih
metoda. Rezultati su pokazali da je uticaj tretmana bio izrazeniji u zrnu, dok u listu uglavnom nije
bio statisticki znacajan. Primena oba herbicida dovela je do statisticki znaCajnog povecanja
ukupnog sadrzaja svih fitohemikalija u ZP553su na osnovu Cega se on moze definisati kao
tolerantan genotip. Primenjeni tretmani izazvali su aktiviranje neenzimskih antioksidanasa kod
ZP355su, a kod ZP515su aktiviranje metabolizma ugljenih hidrata. Rezultati su pokazali da se
sadrzaj karotenoida, vitamina E, fenolnih kiselina 1 Se¢era moZe koristiti kao jedinstven pokazatelj
genotipa nakon primenjenih tretmana. Pokazano je da kontrolisana upotreba herbicida moze dovesti
do poboljsanja fitohemijskog profila i povecanja nutritivnog statusa kukuruza Secerca.

Kljuéne redi: Zea mays L. Saccharata; nutritivni kvalitet; herbicidi; folijarna prihrana; fitohemijski
profil; profil Se¢era; HPLC-DAD; HPLC-FLD; HPAEC-PAD

Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Analiticka hemija



Abstract

Effect of nicosulfuron and mesotrione herbicides and foliar fertilizer on the phytochemicals
content in the leaf and grain of the sweet maize

The subject of this doctoral dissertation was the impact of herbicides with or without foliar
fertilizer on phytochemicals content in leaf and grain in four hybrids of sweet maize (ZP504su,
ZP355su, ZP553su, and ZP515su) during two years in order to define their tolerance and
characteristic response. The content of phytochemicals was determined using high-performance
liquid chromatography with an ultraviolet multi-diode detector and a fluorescent detector, and high-
performance anion exchange chromatography with pulsed amperometric detection. The content of
total phenolic compounds, glutathione and antioxidant activity was determined using UV / VIS
spectrophotometry. Chromatographic separations were achieved at lower mobile phase flows with
reduced consumption of organic solvents, thus supporting the trends of green analytical chemistry.
Good linearity, accuracy, low limit of detection, direct HPLC determination of extracts without
derivatization, shortened extraction time, and duration of analysis enabled the routine use of applied
chromatographic methods. The results showed that the impact of the treatment was more
conspicuous in the grain, while in the leaf it was generally not statistically significant. The
application of both herbicides led to a statistically significant increase in the total content of all
phytochemicals in ZP553su, based on which it can be defined as a tolerant genotype. The applied
treatments caused the activation of non-enzymatic antioxidants in ZP355su, and in ZP515su the
activation of carbohydrate metabolism. The results of this study indicated that the content of
carotenoids, vitamin E, phenolic acids and sugars can be used as a characteristic phytochemical
parameter of the genotype after the applied treatments. It has been shown that the controlled use of
herbicides can lead to an improvement in the phytochemical profile and an increase in the
nutritional status of sweet maize.

Keywords: Zea mays L. Saccharata; nutritional quality; herbicides; foliar fertilizer; phytochemical
profile; sugar profile; HPLC-DAD; HPLC-FLD; HPAEC-PAD

Scientific area: Chemistry

Field of Academic Expertise: Analytical Chemistry
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Uvod

1. Uvod

U ljudskoj ishrani kukuruz Secerac se u svezem stanju pretezno konzumira kao povrce |
bogat je izvor razliitih fitohemikalija. Prema statistickim podacima, u proteklih deset godina
svetska proizvodnja smrznutog i konzerviranog kukuruza Secerca povecana je priblizno za 49%,
odnosno 33%, respektivno (FAOSTAT, 2016). Ovakakv podatak ukazuje na povecanu potraznju i
potrosnju kuuruza Secerca u svetu i istovremeno na potrebu za njegovom intenzivnijom
proizvodnjom.

Primena herbicida je agrotehni¢ka mera neophodna u poljorivredi u cilju suzbijanju korova.
Poznato je da bez primene herbicida prinos useva moze biti smanjen i do 50% kao i da nestru¢na
primena herbicida moZe izazvati vise Stete nego Kkoristi. Ovo je od izuzetne vaznosti naro¢ito kod
herbicida, u odnosu na standardne hibride kukuruza. Takode, jo$ jedna agrotehnicka mera koja ima
za cilj povecanje kvaliteta i prinosa useva jeste folijarna prihrana koja se koristi kao dopuna
osnovnom dubrenju. Pod osnovnim dubrenjem podrazumeva se unoSenje mineralnih supstanci u
zemljiste kojima se omogucava pravilna ishrana useva i odrzava plodnost zemljista. Medutim, vrlo
Cesto se moze javiti njihovo smanjeno usvajanje od strane biljke usled gubitaka ispiranjem,
karakteristika samog zemljiSta (struktura, pH vrednost, hemijski sastav i dr.) kao i zbog prisustva
odredenih mikroorganizama u zemljistu. Folijarna prihrana omogucava brzo i lako usvajanje
hranljivih elemenata preko lista, a ne preko korenovog sistema, pri ¢emu se zaobilaze navedeni
nedostaci osnovnog dubrenja. Folijarna dubriva mogu da sadrze makro- i mikro-elemente, amino-
kiseline, biljne hormone i biostimulatore rasta. Na osnovu navedenog, pretpostavlja se, a postoje i
literaturni podaci, da folijarna prihrana moze umanjiti i stres koji nastaje usled primene herbicida
(Brankov i saradnici, 2017).

Hrana koja sadrzi supstance koje blagotvorno deluju na zdravlje Coveka naziva se
funkcionalna hrana. U brojnim dosadasnjim studijama pokazana je pozitivna korelacija izmedu
konzumiranja funkcionalne hrane i smanjenja rizika od pojave razli¢itih bolesti (Dauchet i saradnici
2006; Rodriguez-Casado, 2016). Zbog toga je u danas$nje vreme popularizacija, kao i potraga za
funkcionalnom hranom, postala svetski trend. Karotenoidi, tokoferoli i fenolna jedinjenja koja
ispoljavaju antioksidativna svojstva zastupljeni su u vocu i povréu i sve viSe im se posvecuje
ogromna paznja. Isto tako, novija istrazivanja pokazuju da i $eceri mogu ispoljiti antioksidativnu
aktivnost i da su funkcionalni oligosaharidi neophodni ¢oveku, jer se smatraju dijetetskim vlaknima
i prebioticima. S obzirom da je u savremenoj poljoprivrednoj praksi primena herbicida postala
neizbezan korak, potrebno je ispitati njihov uticaj na kvalitet useva a posebno onih koji se koriste
direktno u ljudskoj ishrani kao $to je kukuruz Secerac. Selektivnost herbicida ne zavisi samo od
vrste herbicida i primenjene koncentracije, ve¢ i od stanja samog useva, kao i njegovog genotipa.
Vrlo Cesto razliciti genotipovi iste vrste useva pokazuju razliitu osetljivost prema dejstvu istog
herbicida (Brankov, 2016). Pri proizvodnji Secerca jedan od najvaznijih parametara je prinos,
medutim potrebno je veéu paznju posvetiti i nutritivnom kvalitetu Seerca u cilju njegovog
promovisanja kao funkcionalne hrane. Povecanje nutritivnog kvaliteta nakon primene herbicida u
zrnu kukuruza Secerca prikazano je do sada samo u dve studije (Cutulle i saradnici, 2018; Kopsell i
saradnici, 2009), ukazujuéi na veliku potrebu da se ispita uticaj herbicida, sa ili bez primene
folijjarnog dubriva, s obzirom na to da je u poljoprivrednoj praksi postalo uobicajeno da se oni
primenjuju zajedno.



Uvod

U disertaciji su ispitivani herbicidi nikosulfruon i mezotrion, koji su se u praksi pokazali kao
delovanje herbicida od standardnih hibrida kukuruza. lzabrani herbicidi pripadaju razli¢itim
grupama jedinjenja (sulfoniluree i triketoni) i imaju razli¢ite mehanizme delovanja (inhibicija
aktivnosti enzima acetolaktat-sintetaze i inhibicija aktivnosti enzima 4-hidroksifenil-piruvat-
dioksigenaze). Shodno tome, od interesa je da se ispita u kojoj meri ove dve aktivne supstance uti¢u
na nutritivni kvalitet kukuruza Secerca. U cilju §to potpunije karakterizacije kukuruza Secerca, U
ovoj disertaciji je optimizacija analitickih metoda za identifikaciju i kvantifikaciju karotenoida,
fenolnih Kiselina, tokoferola i tokotrienola postignuta primenom visoko-efikasne te¢ne
hromatografije (High-Performance Liquid Chromatography - HPLC) povezane sa ultravioletnim
detektorom sa vise dioda (Diode Array Detector - DAD) ili sa fluorescentnim detektorom
(Fluorescence Detector - FLD). Identifikacija i kvantifikacija Secera vrSena je pomocu visoko-
efikasne jonske hromatografije sa elektrohemijskim detektorom (High Performance Anion-
Exchange Chromatography with Pulsed Amperometric Detection - HPAEC-PAD). Sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja, ukupnog glutationa kao 1 ukupna antioksidativna aktivnost odredena je
primenom UV/VIS spektrofotometrije. Analiza glavnih komponenata (Principal Component
Analysis - PCA) je primenjena u cilju pronalazenja i definisanja karakteristicnog odgovora genotipa
u pogledu sadrzaja fitohemikalija nakon primenjenih tretmana.

S obzirom na to da do sada u literaturi ne postoje podaci o ispitivanju uticaja herbicida na
sadrzaj fitohemikalija, narocCito u kombinaciji sa ili bez primene folijarnog dubriva, naucni cilj ove
disertacije bio je da se ispitaju promene u sadrZaju fitohemikalija u zrnu nakon primene herbicida,
sa ili bez folijarnog dubriva, u cilju pronalazenja karakteristicnog odgovora genotipa, a u odnosu na
promene nutritivnog kvaliteta, kao i eventualno izdvajanje genotipa tolerantnog na potencijalni stres
izazvan herbicidima na osnovu korelacije prinosa, sadrzaja fitohemikalija i primenjenih tretmana.
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2.1. Kukuruz Secerac

Kukuruz Secerac (Zea mays L. saccharata) je mutant standardnog tipa kukuruza i pripada
tipu kukuruza specifi¢nih svojstava. U poredenju Sa zrnom standardnog kvaliteta u zrnu Secerca Se,
usled mutacije koja postoji, akumuliraju u wvodi rastvorljivi polisaharidi (Water Soluble
Polysaccharide - WSP), i to se odigrava u mle¢noj fazi razvoja endosperma, dajuéi karakteristicnu
slatko¢u i kremastu teksturu zrna kukuruza Seéerca (Srdi¢, 2009). Kukuruz Secerac se Sirom sveta
koristi za ishranu ljudi u mle¢noj (tehnoloskoj) fazi zrelosti kada je zrno nezno, slatko i so¢no i
stoga se smatra povréem.

Na osnovu koncentracije akumuliranog Secera u endospermu, kukuruz Secerac se moze
podeliti u tri geneticke grupe: standardni ili normalni sa su genom, superslatki ili shrunken (sh2) i
sugary enhanced (se) (Alan i saradnici, 2014). Kod standardnog tipa Seerca, Su gen na 4.
hromozomu usporava ili spre€ava biohemijsku konverziju prostih Sec¢era u skrob koja se normalno
desava u endospermu kukuruza standardnog kvaliteta (kao $to su zubani). Kao posledica, formira se
fitoglikogen, rastvorljivi oblik skroba, koji daje karakteristicnu neznost i kremastu strukturu zrna.
Standardni Secerac sadrzi 10,2% saharoze 122,8% WSP (u tehnoloSkoj zrelosti) $to je za tri 1 osam
puta, respektivno, vise u odnosu na zrno standardnog kukuruza. Pored saharoze koja odreduje
slatko¢u zrna Secerca, od prostih SeCera, u zrnu Secerca prisutni su glukoza, fruktoza i maltoza.
Pored SeCera sveza masa zrna Secerca sadrzi 2,1% - 4,5% proteina, 3% - 20% skroba, 1,1% - 2,7%
masti, 0,9% - 1,9% celuloze, 9 -12 mg vitamina C, male koli¢ine vitamina A, B1, B2 i mineralne
komponente, kao $to su natrijum, kalijum, magnezijum, kalcijum, fosfor, gvozde, selen, bakar, nikl
i hrom (Szymanek, 2016).

U ljudskoj ishrani Secerac se koristi kao povrée i njegova proizvodnja orijentisana je ka tri
razliCita trzista: sveze, smrznuto i konzervirano (Alan i saradnici, 2014). U Evropi najveci
proizvodaci, prema zasejanim povr$inama, su Madarska (39.000 ha) i Francuska (26.000 ha). U
svetu, ipak, najveci proizvodac i izvoznik kukuruza Secerca su Sjedinjene Americke Drzave. Prema
statistickim podacima, u proteklih deset godina ukupna svetska izvozna koli¢ina zamrznutih i
konzerviranih proizvoda na bazi kukuruza Seéerca povecana je za oko 49% i 33%, respektivno
(FAOSTAT, 2016). Sveze zrno se moze Koristiti svega 5-6 dana nakon berbe (Szymanek, 2016). To
zna¢i da je period berbe i Cuvanja za standardni Secerac veoma kratak i uslovljava tehnoloske
procese obrade, tj. konzerviranje i smrzavanje. Secerac sa su genom akumulira manje $eéera u
poredenju sa ostalim tipovima Secerca. Imaju kremastu strukturu, odli¢ne senzorne karatkeristike i
poseduju dobru snagu Klijavosti zrna. Sh2 hibridi su karakteristicni po dva do tri puta vecoj
koncentraciji Secera 1 manjem sadrzaju skroba u poredenju sa standardnim tipom Secerca. Imaju
produzeni rok trajanja u svezem stanju zbog sporije konverzije prostih Secera u skrob nakon berbe.
Se tipovi Secerca imaju dva puta vise Secera nego standardni Secerac, izuzetno nezno zrno, kremastu
strukturu 1 zadovoljavaju¢u aromu. Slatko¢a zrna zadrzava se duZe nakon berbe. Ipak, pored
pozeljnih senzornih kartakteristika proizvodnja sh2 i se tipa Secerca je manja zbog losije klijavosti,
slabije otpornosti na patogene i teze semenske proizvodnje zbog nestandardnog oblika zrna (Alan i
saradnici, 2014).

Ipak, slast zrna nije uslovljena samo genetikom ve¢ zavisi kako od vremena berbe, tako i od
postupka prerade i daljeg ¢uvanja (Alan i saradnici, 2014). Negativna karakteristika Secerca sa su
genom je kratko zadrzavanje visokog kvaliteta zrna, odnosno u prvih 24 h nakon berbe javlja se
znacajno smanjenje sadrzaja saharoze $to za posledicu ima gubitak slasti zrna. Stoga je veoma bitno
odrediti pravo vreme berbe u cilju zadrzavanja odgovarajuceg fitohemijskog sastava Secerca i
dobijanja $to ukusnijeg proizvoda.
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Period od 20 do 25 dana nakon oprasivanja (faza tehnoloske zrelosti) je najbolji momenat
berbe, jer tada SecCerac ima najvecu nutiritvnu vrednost (Wong, i saradnici, 1994; Szymanek i
saradnici, 2016). Pokazano je da postoji obrnuta proporcionalnost izmedu sadrzaja Saharoze,
glukoze i fruktoze tokom razvoja endosperma Secerca. Naime, kako sadrzaj saharoze raste i dostize
svoj maksimimum 25 dana od opraSivanja, tako sadrzaj druga dva Secera opada (Srdi¢, 2009). Sa
porastom zrelosti endosperma i prelaskom u vostanu fazu zrelosti sadrzaj Secera opada i pracen je
porastom sadrzaja skroba. Sadrzaj saharoze raste dok sadrzaj redukujucih Secera opada u momentu
optimalne zrelosti. Sli¢no, sadrzaj proteina i slobodnih amino-kiselina raste do vostane faze nakon
Cega gradijentno opada.

2.2. Herbicidi i njihov metabolizam

Primena herbicida predstavlja direktnu hemijsku meru 1 jednu od najznacajnih agrotehnickih
mera zaStiite useva od korova. ProseCan gubitak prinosa useva u svetu, prouzrokovan korovima,
Steto¢inama 1 patogenima, iznosi 34%, 18% i 16%, respektivno. Globalno smanjenje prinosa
kukuruza usled prisustva korova iznosi oko 10% (Oerke, 2006). Procena da ¢e do 2050. godine broj
ljudi na planeti biti blizu 9 milijardi ukazuje na potrebu za poveéanjem proizvodnje hrane za 70%.
Stoga, primena herbicida je neophodna mera u cilju postizanja veéih prinosa useva i ujedno
obezbedivanja dovoljniih koli€ina hrane za stanovniStvo planete koje je u stalnom porastu.

Korovske biljke za razvoj i rast koriste velike koli¢ine vode redukujuci na taj na¢in sadrzaj
pristupac¢ne vlage u zemljistu. Pored vode, korovske biljke trose iz zemljista i velike koli¢ine
hranljivih mikro- i makro-elemenata koji su neophodni za rast, funkcionisanje kao i plodonosenje
useva. Stoga suzbijanje korova predstavlja neizbezan korak u sistemu biljne proizvodnje |
tehnologiji gajenja useva. Ovo je od posebnog znaCaja za kukuruz Secerac jer on predstavlja
slabijeg konkurenta zbog nizeg i slabije razvijenog habitusa u poredenju sa korovskim biljkama
(Stefanovi¢ i saradnici, 2011). Re¢ herbicid poti¢e od latinske re¢i: herba- Sto znaci biljka i cedo —
cedere $to znadi ubiti. Stoga je veoma vazno poznavati nacin delovanja herbicida, jer u suprotnom
mogu negativno delovati i na gajenu vrstu i izazvati ogromne Stete. Generalno, herbicidi se mogu
podelti prema: hemijskom sastavu (neorganski i organski); karakteru delovanja na biljku
(neselektivni i selektivni); nac¢inu delovanja na biljku (kontaktni i translokacioni); na¢inu primene
(zemljisni i folijarna primena) i vremenu primene (pre setve useva, istovremeno sa setvom, pre
nicanja useva i posle nicanja useva). Selektivni herbicid treba da efikasno uniStava korovske biljke i
da $to manje nanosi Stetu gajenom usevu. Selektivnost herbicida predstavlja moguénost herbicida
da ispolji toksi¢no delovanje na korovsku biljku, a da ujedno ne osteti gajeni usev. Ovaj parametar
zavisi od dosta faktora: aktivne komponente (hemijska struktura i sastav), koli¢ine, koncentracije,
nacina i vremena primene herbicida, ali i od morfoloskih, fiziololoskih i biohemijskih karakteristika
same biljke. Isto tako, na selektivnost herbicida uticu i klimatski uslovi, kao $to su temperatura i
vlaga. Selektivnost zapravo zavisi od brzine apsorpcije i transporta, odnosno na¢ina metabolizma
herbicida u biljkama (Stefanovic¢ i saradnici, 2011).

Metabolizam herbicida u biljci moze se podeliti u Cetiri faze: faza | - konverzija; faza Il -
konjugacija; faza Il - sekundarna konverzija i transport do vakuola i faza IV - skladiStenje krajnjeg
metaboli¢kog produkta (de Carvalho i saradnici, 2009). Edwards i saradnici (2005) sugeriSu da
metabolicki proces koji biljka aktivira za detoksikaciju molekula herbicida ukljucuje biosistem
odgovoran za detoksikaciju, transport i biotransformaciju ksenobiotika u ¢eliji. Tokom | faze
metabolizma herbicida aktivna komponenta herbicida (molekul herbicida) prolazi kroz hemijske
modifikacije kao §to su oksidacija, redukcija, hidroliza, oksigenizacija, ili hidroksilacija u kojoj
dolazi do inkorporiranja ili oslobadanja funkcionalnih grupa (-OH, -NH, -COOH), pri ¢emu se
formiraju hidrofilniji i takode manje toksi¢ni molekuli (Edwards i saradnici, 2005; de Carvalho i
saradnici, 2009).
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Najznacajniji enzim koji je uklju¢en u metabolizam detoksikacije herbicida je citohrom
P450-monoksigenaza koja predstavlja vezani hem-protein za membranu koji katalizuje oksido-
redukcione reakcije endogenih i ksenobiotskih supstrata (Edwards i saradnici, 2005). Tokom faze
I, molekul herbicida ili metabolit iz faze | se konjuguje sa SeCerima, amino-kiselinama ili sa
glutationom povecavajuci na taj nacin rastvorljivost u vodi i smanjujuci fitotoksi¢nost. Tokom ove
faze najznacajniji mehanizam predstavlja konjugacija sa glutationom, homo-glutationom i
glukozom. Glutation-S-transferaze su enzimi odgovorni za konjugaciju glutationa sa molekulima
herbicida (de Carvalho i saradnici, 2009). U fazi 111 metaboliti iz faze Il se transportuju do vakuola
pomoc¢u ABC (ATP vezivne kasete) transportera i tada je moguca sekundarna konjugacija Kasnije,
u fazi IV metaboliti detoksikacionih procesa, skladisteni u vakuolama, mogu biti zdruZzeni sa
komponentama celijskog zida (pektin, lignin, polisaharidi) formiraju¢i nerastvorne ostatke
(Edwards i saradnici, 2005). Tolerantne biljke brzo metabolisu i inaktiviraju molekul herbicida i na
nemogucnosti brze detoksikacije molekula herbicida, on stize do mesta delovanja i dovodi do
ispoljavanja fitotoksi€nih simptoma, sli¢no kao kod korovskih biljaka, kao Sto su nekroza lista,
uvrtanje lista, smanjenje rasta i dr. Energija za metabolizam detoksikacije herbicida u biljci je
prirodno dostupna, ali ipak energija za oporavak usled ispoljavanja fitotoksi¢nosti nije obuhvacéena
kao prirodni odgovor biljke usled ¢ega dolazi do manjeg ili veceg gubitka prinosa useva. Herbicidi
u biljci mogu izazvati privremeni ili trajni stres, u zavisnosti od primenjene koncentracije, stanja i
tipa useva, faze razvoja, balansa vode i klimatskih uslova. Privremeni stres omogucava brzi
oporavak biljke od stresa sa neznatnim ili bez gubitka prinosa, dok trajni stres ometa normalan rast i
razvoj biljke i dovodi do veceg gubitka prinosa (de Carvalho i saradnici, 2009).

2.2.1. Mehanizam delovanja mezotriona i nikosulfurona

Mezotrion je 2,4-disupstituisani benzoilcikloheksan-1,3-dion i pripada grupi triketona -
klase herbicida koji su zapravo derivati prirodnog fitotoksina leptospermona. Triketoni inhibiraju
aktivnost enzima p-hidroksifenilpiruvat-dioksigenaze (HPPD), klju¢nog enzima koji katalizuje
konverziju tirozina u plastohinon i dalje u a-tokoferol. U senzitivnim biljkama, kao posledica
inhibiranja HPPD enzima dolazi do smanjene biosinteze karotenoida i do izbeljivanja (,,belaching®)
listova (Mitchell i saradnici, 2001). Kasnije, dolazi i do nekroze listova i propadanja same biljke
usled nedostatka hlorofila. Mezotrion se primenjuje zemlji$no, posle setve a pre nicanja, ili folijarno
kada je kukuruz u fazi od 6 do 8 listova. Mezotrion obezbeduje kontrolu Sirokolisnih korova koji
ometaju proizvodnju kukuruza, a veoma brzo se mikrobioloski razgraduje u zemljistu.

Nikosulfuron, iako pripada grupi sulfonilurea herbicida, razlikuje se od ostalih herbicida iz
te grupe prema strukturi. Na levoj strani sulfonilurea mosta umesto benzena nalazi se piridin, na
kojem je karboksamidna grupa (Gonzalez i Ukrainczyk, 1996). Nikosulfuron se primenjuje u maloj
dozi i ima nizak potencijal kontaminacije podzemnih voda, nisku toksi¢nost i minimalan uticaj na
zivotnu sredinu. Sulfonilurea herbicidi inhibiraju acetolaktat-sintetazu (ALS), prvi enzim u
biosintezi esencijalnih amino-kiselina razgranatog lanca: leucina, valina i izoleucina (O’Sullivan i
saradnici, 2000). S obzirom da su za rast biljke neophodni proteini, u slucaju zaustavljanja
biosinteze proteina zaustavljaju se i drugi vitalni metabolicki procesi. Ipak, potpuno formirana tkiva
poseduju odredene koliine rezervnih proteina koje mogu ublaziti i potkrepiti nedostatak leucina,
valina i izoleucina. Zbog toga, kod osetljivih biljaka simptomi postaju vidljivi na starijim listovima,
nakon Cega sledi i propadanje same biljke. Nikosulfuron se moze primeniti i zemlji$no i folijarno,
nakon nicanja, kada je kukuruz u fazi do 6 razvijenih listova (Brankov, 2016).
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2.3. Folijarna prihrana

Folijarna prihrana je siroko koris¢ena agrotehnicka mera koja se dodatno koristi kao dopuna
osnovnom dubrenju u cilju poboljSanja kvaliteta i povecanja prinosa useva (Oosterhuis, 2009).
Primenom mineralnih dubriva preko osnovnog dubrenja omoguéava se Snabdevanje osnovnim
hranljivim nutrijentima (makro-nutrijentima) neophodnim za rast i razvoj biljke (Marschner, 2012).
U ovom slucaju primenjene hranljive komponente se usvajaju preko korenovog sistema biljke.
Medutim, u uslovima nepovoljnih karakteristika zemljista, kao $to je visoka pH vrednost, kao i na
karbonatnim zemljistima javlja se nemogucnost iskori§¢enja hranljivih elemenata, uz vecu
mogucnost ispiranja, kao i mikrobiololosku razgradnju mineralnih dubriva u zemljistu.

Kako bi nutrijenti primenjeni folijarnom prihranom bili usvojeni od strane biljke, nutrijenti
moraju da prodru u list i stignu do citoplazme c¢elija unutar lista, gde ¢e dalje biti metabolisani
(Fageria i saradnici, 2009). Postoje dva moguca nacina prodiranja folijarno primenjenih jedinjenja u
list: kroz stomu ili kroz spoljasnju kutikulu. Opste je prihvaceno da se apsorpcija nutrijenata
uglavnom odigrava kroz sloj kutikule, ali da se ipak moze desiti i indirektan prodor, kroz stomu
lista. Kutikula je vostani hidrofobni sloj koji $titi sve povrSinske delove biljke od spoljasnjih faktora
I zapravo predstavlja barijeru za apsorpciju folijarno primenjenih nutrijenata. Usvajanje folijarno
primenjenih lipofilnih jedinjenja kroz kutikulu omoguceno je putem difuzije, dok se hidrofilna
jedinjenja, usled odsustva surfaktanata, usvajaju mnogo sporije (Fernandez i saradnici, 2013). Usled
stresa nedostatka vode, zabelezeno je 1 povecanje debljine sloja kutikule za priblizno 33%
(Oosterhuis, 2009), sto dodatno otezava prodiranje folijarno primenjenih nutrijenata.

Folijarna prihrana omoguéava brzo i lako usvajanje hranljivih elemenata preko lista, pri
Cemu se zaobilaze navedeni nedostaci osnovnog dubrenja (Fageria i saradnici, 2009). Folijarna
dubriva mogu da sadrze fitohormone, stimulatore rasta, amino-kiseline i esencijalne mikro- i
makro-elemente. Efikasnost folijarne prihrane zavisi od tipa i koncentracije dubriva, pH
primenejenog rastvora, primene surfaktanata (aduvanata), kompatibilnosti sa primenjenim
herbicidom, kao i meteoroloskih uslova (Fernandez i saradnici, 2013). Folijarnom prihranom se
obezebeduje optimalna snabdevenost svih potrebnih nutrijenata neophodnih za neometan rast i
razvoj biljke. Takode, folijarnom prihranom se moze otkloniti nedostatak pojedinih nutrijenata u
zemljiStu i na taj na¢in pomoci biljci da se normalno razvija i raste. Folijarnim dubrivom povecava
se i otpornost biljke prema abiotskom i biotskom stresu, kao $to su susa, razne Steto¢ine i patogeni.
Folijarnom prihranom moguce je i ublaziti stres nastao usled nepovoljnih klimatskih uslova, kao i
primene herbicida. Pored pozitivnih efekata koje folijarna prihrana ispoljava, postoje i nedostaci,
kao $to su nemoguénost primene vece koli¢ine dubriva, problem rastvorljivosti, pogotovo u hladnoj
vodi, potreba za pogodnim vremenskim uslovima (vetar, temperatura, vlaga), starost lista
(fizioloSka aktivnost) i nekompatibilnost sa odredenim hemikalijama (Oosterhuis, 2009).

2.4. Fitohemikalije

Kroz veliki broj epidemioloskih studija pokazano je da veéa upotreba voca i povréa u
ljudskoj ishrani moze smanjiti rizik od nastanka razli¢itih bolesti i degeneartivnih procesa (Dauchet
i saradnici 2006; Rodriguez-Casado, 2016). Povecana upotreba voca i povréa ujedno povecava unos
u vodi i u mastima rastvorljivih vitamina, dijetetskih vlakana i fitohemikalija (karotenoida, fenola,
glukozinolata), koji imaju pozitivne efekte na ljudsko zdravlje (Lock i saradnici, 2005). Ovu tvrdnju
potkrepile su studije koje se odnose na blagotvoran uticaj nekih od navedenih jedinjenja (Lambert i
Yang, 2003; Tanaka i saradnici, 2012, Tsuduki i saradnici, 2013). Zbog toga, u dana$nje vreme,
potraga za hranom koja ima visok sadrzaj fitohemikalija postala je svetski trend.
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Shodno tome, procesi biofortifikacije putem selekcije se uveliko primenjuju u cilju stvaranja
genotipova koji akumuliraju veée koli¢ine mikronutrijenata u poredenju sa standardnim
genotipovima (Lockyer i saradnici, 2018).

2.4.1. Karotenoidi

Karotenoidi su pigmenti rastvorljivi u mastima i odgovorni su za zutonarandzastu, a
ponekad i crvenu boju vocéa i povréa. Prema strukturi mogu se podeliti u dve velike grupe:
ksantofile, molekule koje sadrze kiseonik (lutein i zeaksantin) i karotene, molekule koji ne sadrze
kiseonik (p-karoten i likopen). Postoji preko 700 karotenoida u prirodi ali samo oko 50 njih ima
provitamin A aktivnost. U ljudskom organizmu najznacajniji prekursori vitamina A su a-karoten, /-
kriptoksantin i p-karoten. Ksantofili, lutein i zeaksantin, stite o¢no tkivo od fototoksi¢nih oStecenja
tako $to apsorbuju Stetno plavo svetlo visoke energije (Basu i saradnici, 2001). Konzumiranje
karotenoida povezano je sa velikim brojem benefita po ljudsko zdravlje kao Sto su hemoprotekcija
kancera, prevencija sréanih 1 vaskularnih bolesti, prevencija hroni¢nih bolesti (katarakta i
makularna degeneracija oka), kao i degenerativnin bolesti (Alchajmerova bolest) (Agarwal i
saradnici, 2012; Obulesu i saradnici, 2011). Skoro svi karotenoidi, u ve¢oj ili manjoj meri, pokazuju
,hvatacka“ svojstva prema velikom broju slobodnih radikala koji se proizvode tokom Zivotnog
ciklusa ¢elije. Antioksidativni potencijal karotenoida je najviSe ispitan i pretpostavlja se da je glavni
mehanizam njihovog delovanja. Ipak, dosta studija je objavljeno i na temu delovanja karotenoida na
¢elijske procese (modulacija gena, ¢elijski ciklus, komunikacija na nivou celija, citotoksi¢nost i
apoptoza) (Rafi i saradnici, 2013; Liu i saradnici, 2009).

Kukuruz, u poredenju sa ostalim zitaricama, ima najveci sadrzaj karotenoida. Medu njima
najzastupljeniji su zeaksantin, lutein, p-kriptoksantin i p-karoten (Suri i Tanumihardjo, 2016) (Slika
1). S obzirom da od navedenih karotenoida f-kriptoksantin i f-karoten imaju moguénost konverzije
u vitamin A, u poslednje vreme veliki broj istrazivanja zasnovan je na programima biofortifikacije
kukuruza kroz razli¢ite metode selekcije, koja za cilj ima poboljsanje nutritivnog kvaliteta kukuruza
Sto ujedno podrazumeva i povecanje sadrzaja karotenoida (Safawo i saradnici, 2010). Ipak, sadrzaj
karotenoida zavisi od mnogih faktora kao $§to su genotip, klimatski, kao i drugi uslovi proizvodnje,
vreme berbe, dorada nakon berbe, skladistenje (Suri i Tanumihardjo, 2016). Suprotno, Kurilich i
saradnici (1999) su u svojoj studiji pokazali da vreme berbe ne uti¢e na sadrzaj karotenoida, dok su
Ibrahim i Juvik (2009) pokazali da vegetaciona sezona ne uti¢e na sadrzaj karotenoida u zrnu
kukuruza Secerca.

2.4.1.1. Metode za odredivanje karotenoida

Za ekstrakciju karotenoida najces¢e koriS¢ena procedura je direktna ekstrakcija karotenoida
iz matriksa pomocu odgovarajuéeg organskog rastvaraca. Izbor odgovarajuéeg rastvaraca je
najbitniji korak u ekstrakciji karotenoida, posebno zbog njihove razli¢ite polarnosti (ksantofili i
karoteni). Nepolarni rastvaraci, kao §to je heksan, predstavljaju dobar izbor za ekstahovanje
karotenoida i esterifikovanih karotenoida, dok su polarni rastvaraéi (etanol i aceton) pogodniji za
ekstrahovanje ksantofila. Takode, osetljivost karotenoida prema oksidaciji je nesto $to treba imati
na umu kada se optimizuje metoda za ekstrakciju karotenoida. Molekuli karotenoida su stabilni u
matriksu, ali u rastvoru postaju osetljivi prema svetlosti, temperaturi, kiselinama i kiseoniku
(Amorim-Carrilho i saradnici, 2014).
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Slika 1. Najzastpuljeniji karotenoidi u kukuruzu: 1 — Lutein; 2 - Zeaksantin; 3 - a-Karoten;
4 - p-Karoten.

U procesu ekstrahovanja karotenoida, vrlo Cesto se primenjuje i proces saponifikacije.
Medutim, nekoliko studija je ukazalo na gubitak karotenoida nakon saponifikacije (Divya i
saradnici, 2012; Muzhingi i saradnici, 2008). Howe i saradnici (2006) ukazuju da korak
saponifikacije u procesu ekstrahovanja karotenoida iz kukuruza nije potreban, jer se oni ne nalaze u
esterifikovanom obliku. Rivera i saradnici (2012) su pokazali da je metanol u kombinaciji sa manje
polarnim rastvaratem imao bolji ucinak u ekstrakciji karotenoida iz zrna kukuruza nego etanol,
aceton ili kombinacija aceton:etanol:heksan.

Hemijska struktura karotenoida koja predstavlja osam izoprenskih jedinica sa konjugovanim
dvostrukim vezama ukazuje na mogucu pojavu izomera. Dvostruke veze podlozne su reakcijama
oksidacije, izomerizacije (cis-trans), posebno ukoliko su karotenoidi izloZeni delovanju svetlosti,
tempertaure i kiseonika. Ciklizacija, hidrogenizacija, dehidrogenizacija su samo neke od
modifikacija koje mogu dovesti do stvaranja vrlo slozenih jedinjenja karotenoida sa veoma sli¢nim
strukturama. ldentifikacija karotenoida moze biti potvrdena pomo¢u HPLC povezane sa masenim
(Mass Spectrometry — MS) ili DAD detektorom (Amorim-Carrilho i saradnici, 2014).
Hromatografsko razdvajanje karotenoida moze se ostvariti reverzno-faznom hromatografijom sa
C8, C18 i C30 stacionarnim fazama. C18 kolone obezbeduju dobro radvajanje karotenoida kratkih
lanaca i manjih molekulskih masa. Sa druge strane, C30 kolona obezbeduje bolju selektivnost i
bolje razdvajanje karotenoida duzih lanaca, odnosno nepolarnijih karotenoida (likopena i pg-
karotena), Sto je ¢ini kolonom prvog izbora za kvantifikaciju karotenoida. Medutim, kada je
potrebno izvrsiti istovremeno hromatografsko razdvajanje i karotena i ksantofila iz biljnog matriksa,
nastali hromatogram sa C30 kolonom je slican onom koji se dobija sa C18 kolonom, ali sa duzim
vremenom trajanja analize (Daood i saradnici, 2014). Najcesc¢e koriS¢eni rastvara¢i kao mobilne
faze u cilju razdavajanja karotenoida su acetonitril i metanol. Takode, manje polarni rastvaraci
(dihlormetan, tetrahidrofuran, etil-acetat, heksan i aceton) mogu se dodati osnovnom rastvaracu kao
modifikatori kako bi se dobila odgovaraju¢a retencija, povecala rastvorljivost ili poboljsala
rezolucija (Amorim-Carrilho i saradnici, 2014).

2.4.2. Vitamin E

Vitamin E u prirodi ¢ine Cetiri tokoferola (a-T, g-T, y-T, 0-T) i Cetiri tokotrienola (a-T3,5-
T3, y-T3, 6-T3), koji se razlikuju po broju i polozaju metil grupe na hromanolnom prstenu.
Tokoferoli 1 tokotrienoli se jo§ zajednickim imenom nazivaju tokohromanoli ili tokoli.
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Svi tokoli imaju fitil lanac sacinjen od 16 atoma ugljenika koji je vezan za hromanolni
prsten, pri ¢emu tokoferoli nemaju a totrienoli imaju tri dvostruke veze (Slika 2).

Ljudi i zivotinje ne mogu da sintetiSu vitamin E i zbog toga je neophodan unos iz biljaka
koje jedine imaju moguénost njegovog sintetisanja. U biljkama najrasprostranjeniji oblik je y-
tokotrienol, dok je u krvi ljudi zabelezena mnogo veca koncentracija a-tokoferola. Od svih tokola,
a-tokoferol pokazuje najvecu biolosku aktivnost dok y-tokoferol poseduje svega 10-30% aktivnosti
a-tokoferola (Saini i Keum, 2016).
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Slika 2. Strukture tokohromanola: 1 - a-Tokoferol; 2 - f-Tokoferol; 3 - y-Tokoferol; 4 - -
Tokoferol; 5 - a-Tokotrienol; 6 - g-Tokotrienol; 7 - y-Tokotrienol I; 8 - 6-Tokotrienol.

Vitamin E je poznat kao mocan antioksidans i pokazuje antikancersku aktivnost. Mnoge
studije su pokazale snazne benefite vitamina E na ljudsko zdravlje kao S§to su antihipertenzitivna,
nefroprotektivna, neuroprotetktivna, antiinflamatorna dejstva (Rashid i saradnici, 2015; Saini i
Keum, 2016; Tsuduki i saradnici, 2013). Takode, vitaminu E se pridaje sve veta paznja U
kozmetickim preparatima i klini¢koj dermatologiji zbog fotoprotektivnog i antioksidativnog
potencijala (Thiele i saradnici, 2005). a-Tokoferol stiti ¢elijske membrane tako $to neutraliSe
lipoproteine male gustine i lancane peroksidne radikale, nastale usled lipidne oksidacije (Saini i
Keum, 2016). Oksidovani oblici lipoprtoeina male gustine povezani su sa nastankom
kardiovaskularnih bolesti zbog skladistenja lipida na zidovima arterija. Novije studije pokazuju da
tokotrienoli poseduju antioksidativnu aktivnost i antiinflamatorna svojstva koja su superiornija od
tokoferola u prevenciji mnogih hroni¢nih bolesti. Zbog nezasi¢enog ugljovodoni¢nog lanca koji
poseduju, tokotrienoli mogu uspesno proc¢i kroz celijsku membranu. Tokotrienoli poseduju
antikancerski, antidijabetski, antiinfalamatorni, imunostimulatorni kao i nefroprotektivni potencijal
(Ahsan i saradnici, 2014).



Opsti deo
2.4.2.1. Metode za odredivanje vitamina E

Razvijen je veliki broj metoda za ekstrahovanje tokola iz razli¢itih matriksa. Ekstrakcione
metode podrazumevaju razne tehnike kao Sto su ekstrakcija rastvaracem (direktna ekstrakcija,
ekstrakcija po Soksletu (Soxhlet) ili saponifikacija), maceracija, te¢na ekstrakcija pod pritiskom,
ultrazvucna ekstrakcija i ekstrakcija pomoc¢u superkriticnog fluida (Ramos, 2012). Ipak najcesce
kori§¢en vid ekstrakcije, pogotovo za ekstrahovanje iz matriksa Zitarica, je ekstrakcija rastvaraéem i
ultrazvucna ekstrakcija. Ofori-Boateng i Lee (2014) su pokazali u svojoj studiji da je ekstrakcija
ultrazvukom efikasnija za ekstrakciju tokoferola u poredenju sa ekstrakcijom po Soksletu,
saponifikacijom i maceracijom. Rastvaraci koji se najcesce koriste su heksan, etanol, metanol i
aceton kao i njihove kombinacije. Ekstrakcija etanolom prac¢ena saponifikacijom je Siroko koris¢ena
metoda za ekstrahovanje tokola (Mitei i saradnici, 2009). Ipak, mnogo autora je ukazalo na gubitak
tokola nakon procesa saponifikacije usled degradacije (Lim i saradnici, 2007; Stinco i saradnici,
2014). Annunziata i saradnici (2012) su sugerisali da je pri ekstrakciji sa ¢istim metanolom bez
saponifikacije dobijen veci sadrzaj tokola u poredenju sa hladnim acetonom i etanolom u
kombinaciji sa procesom saponifikacije. Slicno, Gliszczynska-Swiglo i Sikorska (2004) su u svojoj
studiji ekstrahovali tokole pomoc¢u 2-propanola bez saponifikacije.

Metode koje se koriste za identifikaciju i kvantifikaciju tokola su gasna hromatografija,
tecna hromatografija, kapilarna elektrohromatografija, kapilarna teCna hromatografija, 1 tankoslojna
hromatografija. Ipak od svih navedenih, za rutinske analize najé¢esce se koristi normalno- (Normal
Phase - NP) ili reverzno-fazna (Reversed Phase - RP) te¢na hromatografija povezana sa DAD, FLD
za detekciju tokola zbog njihove prirodne osobine da poseduju fluorofore (Saini i Keum, 2016). U
NP sistemu, tokoferoli se eluiraju pre nego tokotrienoli zbog njihovog veceg afiniteta prema
silanolnim grupama na povrsini silika gela, dok je u RP sistemu redosled eluiranja obrnut. NP
sisitem pokazuje bolju slektivnost u razdavajanju tokola, uz moguénost razdvajanja £ i y tokoferola
i tokotrienola, za razliku od RP sistema. Ipak, ukoliko razdvajanje £ i y tokoferola i tokotrienola nije
od klju¢ne vaznosti, kao $to je slucaj sa uzorcima kukuruza, C18 kolone mogu se koristi
prvenstveno zbog kraceg vremena ekvilibracije 1 bolje reproduktivnosti (Gliszczynska-Swigto 1
Sikorska, 2004; Abidi, 2000). Takode, prednost RP sistema je svakako kraCe vreme analize i
smanjena upotreba Stetnih rastvaraca.

Noviji pomaci u razvijanju materijala koji se koriste kao stacionarne faze u hromatografiji
omogucili su razdvajanja g i y tokoferola i tokotrienola u RP sistemima. Nove, pentafluorofenil
(PFP) kolone imaju porozne Supljine koje omogucéavaju smanjenje difuzije analita izmedu Cestica
stacionarne faze, obezbeduju bolji prenos mase i rezultuju boljom rezolucijom pri nizem pritisku u
poredenju sa konvencionalnim kolonama (Knecht i saradnici, 2015). Rastvaraci koji se najcesce
koriste kao mobilne faze u RP sistemu su metanol ili acetonitril uz mali dodatak vode. Alkohol,
etar, dihloretar ili heksan se mogu dodati i organskoj i neorganskoj fazi u cilju postizanja dobrog
razdvajanja ispitivanih tokola (Abidi, 2000).

2.4.3. Fenolne kiseline

Fenolna jedinjenja predstvaljaju aromati¢ne sekundarne metabolite, Siroko rasprostranjene u
biljnom svetu. Pretpostavlja se da preko 8000 jedinjenja koja postoje u biljkama su fenoli. Mnogi
oblici stresa kao s§to su infekcije, ostecenja biljnog tkiva, UV radijacija i povisena temperatura
dovode do povecanja ili de novo sinteze fenolnih jedinjenja u biljkama. Za razliku od voca i povr¢a,
fenolna jedinjenja u zitaricama mogu biti prisutna u slobodnom, slobodno esterifikovanom i
nerastvorno vezanom obliku (Das i Singh, 2016). Isti autori su pokazali da je u zrnu kukuruza
Secerca najveci sadrzaj slobodnih kiselina zabeleZen u klici, a vezanih u perikarpu.
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Fenolne kiseline su podgrupa fenolnih jedinjenja i mogu se prema hemijskoj strukturi
klasifikovati u neflavonoide (Teixeira i saradnici, 2013). Fenolne kiseline u svojoj strukturi sadrze
jednostavan skelet od Sest atoma ugljenika i1 predstavljaju hidroksi derivate benzoeve i cimetne
kiseline. Kofeinska, p-kumarinska, sinapinska i ferulinska kiselina pripadaju derivatima
hidroksicimetne kiseline. Vanilinska i protokatehinska kiselina su najpoznatiji hidroksi derivati
benzoeve kiseline. Mnogo paznje je posveceno galnoj, vanilinskoj, kofeinskoj i p-kumarinskoj
kiselini koje se nalaze u mnogim biljakama (Inbaraj i saradnici, 2010). Fenolne kiseline su
odgovorne za neutralisanje slobodnih radikala, heliranje metalnih jona, a takode ucestvuju u
modifikaciji enzimske aktivnosti. Osim toga, pokazuju antiviralnu i antiinflamatrnu aktivnost, kao i
diuretsko i antialergeno dejstvo (Zheng i saradnici, 2001). Takode, uéestvuju u regenerativnim i
adaptacionim procesima u ¢oveku i korsite se u prevenciji mnogih bolesti. Pokazano je da deluju
preventivno protiv nastanka koronarnih bolesti, inflamacije, dijabetesa tipa 2 kao i u borbi protiv
tumora. Novija istraZivanja pokazala su prokoagulantsku aktivnost fenolnih kiselina (Huang i
saradnici, 2010). Ferulinska i kofeinska kiselina nazivaju se jos i inhibitorima rasta tumora. Od svih
zitarica, najveci sadrzaj ferulinske kiseline zabeleZen je u kukuruzu ukazujuci na njegov potencijal
u smislu funkcionalne hrane (Boz, 2015). Sadrzaj fenolnih Kiselina zavisi od genotipa, sastava
zemljista, uslova gajenja, faze zrelosti, uslova nakon berbe, primenjenih agrotehni¢kih mera, kao i
od meteoroloskih uslova (Naczk i Shahidi, 2006).

2.4.3.1. Hromatografske metode za odredivanje fenolnih kiselina

Najces¢e korisc¢ene ekstrakcione metode u cilju izdvajanja fenolnih kiselina iz ¢vrstog
matriksa su ekstrakcija rastvaratem (direktna ekstrakcija ili ekstakcija po Soksletu) ultrazvuéna
ekstrakcija i ekstrakcija pomocu superkriticnog fluida (Arceusz i saradnici, 2013). NajéeSce
koriS¢eni rastvaraCi kao ekstrakciona sredstva su metanol, etanol, aceton, etil-acetat i njihove
kombinacije sa odredenom koli¢inom vode (Naczk i Shahidi, 2006), bez obzira $to su fenolne
kiseline ratvorne u organskim rastvaracima. Galanakis i saradnici (2013) u svojoj studiji potvrdili su
da se dodatkom vode u organski rastvara¢ povecava efikasnost ekstrakcije. Fenolne kiseline su
stabilnije na nizim pH vrednostima, te se zbog toga njihova ekstrakcija pretezno vrsi u kiseloj
sredini. S obzirom da fenolne kiseline mogu biti prisutne i u vezanim nerastvornim kompleksima,
koji su povezani sa c¢elijskim zidom, prilikom ekstrakcije, u cilju njihovog oslobadanja, bazna,
kisela i enzimska hidroliza mora biti upotrebljena (Mattila i Kumpulainen, 2002). Vrlo ¢esto, u toku
ekstrakcije upotrebljavaju se i antioksidansi koji imaju ulogu stabilizatora kao $to su askorbinska
kiselina, terc-butilhiidrohinon i butilovani hidroksianizol (Arceusz i saradnici, 2013).

U cilju razdvajanja, identikifikacije i kvantifikacije fenolnih kiselina iz biljnog matriksa
koriste se tena i gasna hromatografija (Arceusz i saradnici, 2013). Pomocu gasne hromatografije
moguce je analizirati mali broj fenolnih kiselina (mase ispod 600 Da). Takode, u gasnhoj
hromatografiji se koriste visoke temperature za razdavajnje §to moze dovesti do razlaganja
ispitivanih analita (Lin i saradnici, 2010). Stoga visoko-efikasna te¢na hromatografija, uglavnom
RP sistemi, sa MS ili DAD detektorom je naj¢es¢e koriS¢ena metoda za analiziranje fenolnih
kiselina (Arceusz i saradnici, 2013). Fenolne kiseline apsorbuju u UV oblasti (220 - 450 nm) i
odabir talasnih duzina je jako bitan u detekciji i kvantikifikaciji, posebno ako jedinjenje od interesa
ne poseduje specifiéne hromofore. Nedostatak DAD detektora je nemoguénost pruzanja informacija
0 strukturi analita $to ograniCava njegovu primenu. Pomocéu MS detektora omoguéena je
selektivnija i pouzdanija identifikacija jedinjenja od interesa u poredenju sa DAD detektorom
(Lucci i saradnici, 2017). Najces¢e koris¢eni rastvaraci, kao mobilne faze, su voda, metanol i
acetonitril. Ponekad, kad je potrebno dobiti bolju rezoluciju razdvajanja analita od interesa dodaju
se modifikatori kao §to su mravlja kiselina, siréetna kiselina ili amonijum-acetat (Arceusz i
saradnici, 2013).

11



Opsti deo
2.4.3.2. Spektrofotometrijske metode

Spektrofotometrijske metode su brze i jednostavne metode za odredivanje ukupnog sadrzaja
fenola, flavonoida, antocijana i antioksidativne aktivnosti nekog uzorka. Ipak treba imati na umu da
spektrofotometrijske metode nisu specificne samo za fenolna jedinjenja te mogu lako dovesti do
pogresne interpretacije rezultata (Everette i saradnici, 2010).

Za odredivanje ukupnog sadrzaja fenola najces¢e se Koristi Folin-Ciocalteu metoda.
Struktura Folin-Ciocalteu reagensa nije u potpunosti razjaSnjena ali Smatra se da njegova Zuta boja
poti¢e od prisutnih soli fosfovolframske i fosfomolibdenske kiseline (Sdnchez-Rangel i saradnici,
2013). Sama reakcija, pri pH = 10, zasniva se na interakciji fenolnih jedinjenja i Folin-Ciocalteu
reagensa, pri ¢emu dolazi do deprotonovanja fenola i nastajanja fenolatnog jona. Nastali fenolatni
jon ima sposobnost redukcije Folin-Ciocalteu reagensa, pri ¢emu se formira smesa volfram-oksida i
molibden-oksida plave boje (jednacina 1). Intenzitet boje je proporcionalan koli¢ini fenolnih
jedinjenja u uzorku i njihova koncentracija se odreduje spektrofotometrijskim merenjem
apsorbancije na 765 nm. Standard galne kiseline najc¢esce se koristi za konstruisanje kalibracione
krive (zavisnost apsorbancije 1 koncentracije), dok se sadrzaj ukupnih fenola izrazava kao
ekvivalent galne kiseline (Sanchez-Rangel i saradnici, 2013). lako sama metoda nije zahtevna, ne
zahteva skupu opremu i brzo se izvodi, ipak nedostatak je neselektivnost i osetljivost prema drugim
redukuju¢im supstancama, Sto moze dovesti do pogresnih rezultata pogotovo u kompleksnom
uzorku kao $to je biljni (Rover i Brown, 2013). Everette i saradnici (2010) su pokazali da se Folin-
Ciocalteu metoda moze koristiti kao gruba aproksimacija ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja u
biljnom uzorku, jer su ona najzastupljenija u poredenju sa prisutnim jonima metala, proteinima,
tiolima, itd.

Na,WO,/Na,MoO, + fenol— (fenol+MoW,,0,,)*

1
Mo (V1) (zuta boja) + e "— Mo (V) (plava boja) @)
Spektrofotometrijske metode koje se koriste za odredivanje antioksidativne aktivnosti Su:
ABTS (2,2 '-azino-bis- (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina), FRAP (redukcija antioksidativne
moci gvozda — Ferric Reducing Antioxidant Power), ORAC (kapacitet apsorbance kiseconi¢nog
radikala - Oxygen Radical Apsorbance Capacity) i DPPH" metoda (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
radikal). Sve pomenute metode zasnivaju se na reakciji reaktivnih vrsta kiseonika sa primenjenim
reagensom, pri ¢emu nastaju kompleksi koji se mogu kasnije spektrofotometrijski detektovati
(Karadag i saradnici, 2009). Medutim, od pomenutih metoda najéeSce se koristi metoda sa DPPH’
reagensom, jer ne zahteva puno vremena i veoma je jednostavna za izvodenje. DPPH" je organsko
jedinjenje, tj. stabilan slobodni radikal koji ne podleze dimerizaciji zbog delokalizacije nesparenog
elektrona preko celog molekula (Kedare i Singh, 2011). Sama reakcija izmedu DPPH’ reagensa i
jedinjenja sa antioksidativnom aktivno$¢u zasniva se na redukciji DPPH" reagensa (Slika 3). Tada
boja etanolnog rastvora DPPH’ regensa prelazi iz ljubi¢aste u zutu. Promena boje DPPH’ reagensa
proporcionalna je koncentraciji jedinjenja sa antioksidativnim svojstvom i odreduje se
spektrofotometrijskim merenjem smanjenja intenziteta apsorbancije u opsegu od 515 nm do 528 nm
(Karadag i saradnici, 2009). Dobijeni rezultati mogu se prikazati na nekoliko nac¢ina, a jedan od njih
je izrazavanje antioksidativne aktivnosti kao ekvivalent troloksa.
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Slika 3. Odredivanje sadrzaja fenola pomo¢u DPPH’ reagensa.
2.5. Seceri

Ugljeni hidrati su velika i jako vazna klasa prirodnih organskih jedinjenja. Po hemijskoj
strukturi su polihidroksi aldehidi i ketoni sa razli¢itim stepenom polimerizacije. Prema broju
osnovnih jedinica ugljeni hidrati se mogu podeliti na monosaharide ili proste Secere (njihovom
hidrolizom ne mogu se dobiti jednostavnija jedinjenja), oligosaharide (dva do deset monosaharidnih
ostataka) i polisaharide (veliki broj monosaharidnih ostataka). Takode, u proste SeCere mogu se
svrstati i polioli, odnosno Secerni alkoholi. Prosti Seceri su osnovno energetsko gorivo ¢elije i
predstavljaju esencijalne molekule za zZivotni ciklus celije. Procesom glikolize, preko ciklusa
limunske kiseline ili pentozno-fosfatnog puta, aerobnim ili anaerobnim putem, monosaharidi se
transportuju do celije. Razli¢itim metaboliCkim putevima prosti SeCeri Se zatim razlazu u
visokoenergetske molekule i taj proces se naziva c¢elijska respiracija (Dashty, 2013).

Funkcionalni oligosaharidi (izomaltoza, izomaltotrioza, panoza, trehaloza, maltotrioza,
rafinoza i dr.) izazivaju sve veéu paznju i prema Ibrahim, (2018) predstavljaju ugljene hidrate koji
imaju 2 do 10 monosaharidnih jedinica povezanih glikozidnom vezom. Maltoza, saharoza i laktoza,
s obzirom da su svarljivi, ne ubrajaju se u funkcionalne oligosaharide. Prema definiciji,
funkcionalni oligosaharidi su nesvarljivi i omogucavaju pozitivna dejstva na ¢ovekovo zdravlje i
stoga se smatraju dijetetskim vlaknima i prebioticima (Cheng i saradnici, 2017). Benefitna uloga
funkcionalnih oligosharida je pre svega prebitoska, ali takode oni povecavaju apsorpciju minerala,
poboljsavaju odnos HDL/LDL holesterola, smanjuju nivo lipida u serumu, kao i holesterola u krvi,
eliminiSu toksine iz tela i imaju nizak glikemijski indeks. Stoga, sve vise se primenjuju kao
dijetetski suplementi, a u zadnje vreme funkcionalni oligosahraidi primenjuju se i u farmaceutskim i
kozmetickim preparatima (Loftsson i Duchéne, 2007). Trehaloza ima vaznu biofarmaceutsku
primenu kao konzervans i stabilizator osetljivih terapijskih proteina i kao krioprotektant za
odrZavanje bioloSkih materijala (Ibrahim, 2018). Shodno tome, u novije vreme, zbog velike potrebe
za funkcionalnim oligosaharidima razvijen je enzimski postupak proizvodnje funkcionalnih
oligosaharida iz razli¢itih, prirodno bogatih ugljenim hidratima izvora kao zamena za skupe
ekstrakcione mteode iz biljnog materijala (Ibrahim, 2018).

2.5.1. Metode za odredivanje Secera

Ugljeni hidrati predstavljaju jedne od najizazovnijih biomolekula za analiziranje posebno
zbog njihovog sastava i prostorne orijentacije atoma. Zbog toga je otezano i razvijanje opstih
analitickih metoda za analizu secera (Nagy i saradnici, 2017). Najces¢e koris¢ena ekstrakciona
metoda u cilju izdvajanja rastvorljivih Seera iz Cvrstog matriksa je direktna ekstrakcija
rastvaracem. Kao ekstrakciona sredstva najéesce se koriste metanol, etanol i voda (Giannoccaro i
saradnici, 2006; Karkacier i saradnici, 2003). Karkacier i saradnici (2003) su u svojoj studiji ukazali
da je voda efektivnije ekstrakciono sredstvo za ekstrakciju Sec¢era u poredenju sa metanolom. U
slu€aju velikog udela ulja u uzorku, prvo se vr§i odmas¢ivanje pomocu dietiletra a zatim ekstrakcija
Secera etanolom (Maness, 2010).

13



Opsti deo

Kao analiticke metode u cilju identifikacije i kvantifikacije Secera naj¢esce se koriste HPLC
I HPAEC povezane sa refraktometrijskim (Refractive Index —RI), PAD ili MS detektorom. Gasna
hromatografija se takode moze primeniti za analizu Secera, ali zahteva derivatizaciju uzorka $to
moze dovesti do nepotpune derivatizacije za neke Secere (Maness, 2010). PAD detektor je
najvise 1 primenjuje HPAEC sa PAD detektorom (Giannoccaro i saradnici, 2006). Kolone koje se
koriste za analizu SeCera uglavnom su pakovane kao Katjon-izmenjivacke smole, dok se kao
mobilne faze koriste voda i kombinacija acetonitrila i vode, kao i puferi. Najéescée koris¢ene kolone
za analizu $eéera su CarboPac® koje su jonoizmenjivatke, a kao mobilna faza koristi se vodeni
rastvor natrijum-hidroksida koji ima visoku pH vrednost (alkalna sredina). Usled alkalne sredine,
OH grupe na Secerima se deprotonuju pri ¢emu se stvara negativno naelektrisanje molekula
ispitivanog Secera te Se na taj nacin Se¢eri mogu odredivati pomoéu HPAEC (Maness, 2010).

14



Eksperimentalni deo

3. Eksperimentalni deo
3.1. Hemikalije, standardi i reagensi

Standardi karotenoida (lutein, zeaksantin, p-karoten), tokoferola (a-T, y-T, 6-T), tokotrienola
(a-T3, y-T3, 06-T3) i fenolnih kiselina (protokatehinska, p-kumarinska, kofeinska, cimetna,
sinapinska i ferulinska kiselina) nabavljeni su od proizvodaca Sigma-Aldrich (Minhen, Nemacka).
Standardi Seéera (arabinoza, glukoza, fruktoza, saharoza, izomaltoza, gentiobioza, trehaloza,
turanoza, maltoza, rafinoza, izomaltotrioza, panoza i maltotrioza) i SeCernog alkohola sorbitola bili
su proizvodi kompanije Tokyo Chemical Industry (TCI, Tokio, Japan). Acetonitril, metanol, etanol,
hlorovodoni¢na kiselina (svi HPLC ¢&isto¢e), DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) i TCA
(trihlorsiréetna kiselina) su nabavljeni od Sigma-Aldrich kompanije (Minhen, Nemacka). Etil-acetat,
mravlja kiselina, aceton i amonijum-acetat, svi HPLC ¢istoc¢e, nabavljeni su od proizvodaca Fisher
Scientific (Lester, Engleska). TRIS (2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol), Folin-Ciocalteu
reagens i DTNB (2,2'-dinitro-5,5'-ditiobenzoeva kiselina) kupljeni su od firme Merck (Darmstadt,
Nemacka). Apsolutni etanol, aceton, sir¢etna kiselina, natrijum-acetat, svi p.a. ¢istoce, kupljeni su
od firme Zorka (Sabac, Srbija). Ultragista voda, provodljivosti 0,055 puS/cm, (TKA, Nemacka)
koriS¢ena je za pripremu odgovarajuc¢ih standardnih rastvora i uzoraka, dok su za filtriranje
ekstrakata kori§éeni Target2® $pric-filtri (PTF membrana, 0,45 pum, pre¢nik 17 mm).

3.2. Ogled u polju i biljni materijal

Ogled je postavljen na eksperimentalnom polju Instituta za kukuruz ,.Zemun Polje* u toku
dve vegetacione sezone, 2016. i 2017. godine. U ogledu su testirana Cetiri hibrida: ZP504su,
ZP355su, ZP553su i ZP515su. Ogled je postavljen po slu¢ajnom blok sistemu parcela, u tri
ponavljanja. U okviru parcele, svaki hibrid je posejan u tri reda duzine 5 m koji se sastojao od po 10
kucica sa po 2 semena. Meduredno rastojanje bilo je 0,7 m dok je rastojanje izmedu kucica bilo 0,5
m, a izmedu elementarnih parcela 1,5 m. Setva je obavljena ru¢no, pocCetkom aprila, u obe
vegetacione sezone. Pre setve primenjene su standardne agrothehni¢ke mere. Tokom jeseni 2015. i
2016. godine 100 kg/h neorganskog dubriva monoamonijum-fosfata (odnos azota (N) i fosfora (P) —
11% : 52%) je inkorporirano u zemljiSte. Tokom prole¢a 2016. 1 2017. godine 250 kg/h 1 200 kg/h
uree je inkorporirano u zemljiste.

U ogledu je ispitano pet tretmana:
= K- kontrola (bez primene herbicida i folijarnog dubriva (FD));
* M - mezotrion;
* N - nikosulfuron;
= M + FD — mezotrion + folijarno dubrivo;
= N + FD — nikosulfuron + folijarno dubrivo.

Primenjeni herbicidi i njihove doze prikazani su u Tabeli 1. Folijarno dubrivo (pH = 5),
primenjeno je u preporucenoj dozi od 1,5 L/ha, a njegov sastav prikazan je u Tabeli 2. Ispitivani
herbicidi, sa ili bez folijarnog dubriva, primenjeni su kada je kukuruz bio u fazi 5 - 6 razvijenih
listova pomocu ledne prskalice Solo® (Nemacka) sa diznom Teelet® XR11003, uz potros$nju vode
od 250 L/ha.
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Tabela 1. Primenjeni herbicidi i njihove koncentracije.

Sadrzaj aktivne  Koli¢ina primene  Koli¢ina primene

Aktivna :
supstanca Preparat komponente aktivne supstance preparata
(g/L) (g/ha) (L/ha)
Mezotrion  Callisto® + 0,5% Atplus-463 480 120 0,25
Nikosulfuron Motivell Extra 6 OD® 60 45 0,75

Tabela 2. Sastav primenjenog folijarnog dubriva.

Ukupne  Slobodne

Organska AMinG L -amino Azot Cink Mangan Bor Gvozde Bakar Molibden Kobalt

supstanca kiseline  Kiseline (N) (Zn) (Mn) (B) (Fe) (Cu) (Mo) (Co)
% 40,0 10,0 8,0 50 07 07 010 010 0,10 0,02 0,01
g/L  500,8 125,2 100,2 62,6 94 9,4 1,3 1,3 1,3 0,3 0,1

Biljni materijal je uzorkovan (list kukuruza) u dve faze: 48 h (faza I) i 2 nedelje (faza Il)
nakon primene tretmana. Listovi su uzorkovani sa biljaka iz spoljnih redova, dok su biljke u
srednjem redu ostavljene za merenje prinosa svezeg zrna. U toku same vegetacije kukuruza Secerca
pracena je pojava svilanja. Pod pojmom svilanja podrazumeva se da u okviru parcele s pojedinim
genotipom postoji 50% pojave svile Sto dalje ukazuje na momenat oplodnje. Stoga, 21 dan nakon
pojave svilanja, u fazi tehnoloSke zrelosti, izvrSena je rucna berba klipova (sredina jula za obe
vegetacione sezone) (Slika 4). Prinos svezeg klipa o¢is¢enog od komusine meren je po elementarnoj
parceli i1 nakon toga preracunat u t/ha. Radi ispitivanja uticaja primenjenih tretmana, od svakog
hibrida izabrano je po 10 klipova sa kojih su uzimana zrna. Klipovi su ¢uvani u zamrzivacu na -21
°C do izvodenja odgovarajucih analiza.

3.3. Meteoroloski uslovi

Podaci o prosecnim temperaturama i ukupnim padavinama za vegetacionu sezonu 2016. 1
2017. godinu preuzeti su iz meteroloSke stanice Instituta za kukuruz ,,Zemun Polje* i prikazani su u
Tabeli 3. Tokom dvogodi$njeg poljskog ogleda trend u meteorolo§kim uslovima bio je razli¢it.

Slika 4. Primena tretmana (a), uzorkovanje lista u fazi I (b) i 11 (c) kao i berba klipova
kukuruza Seéerca (d).

16



Eksperimentalni deo

Tabela 3. Prose¢ne mese¢ne temperature i padavine na lokaciji Zemun Polje u 2016. 1 2017. godini.

. . Prosek/

Mart  April  Maj Jun Jul  Avgust Ukupno
Prosecna temperatura 2016 8,8 15,3 17,6 23,0 24,2 22,3 18,5
(°C) 2017 11,0 12,4 18,6 24,4 25,5 25,8 19,6

Ukupne padavine 2016 71,1 519 474 1074 33,6 43,2 413,7
(mm) 2017 21,3 47,1 49,2 390 26,7 23,7 241,5

3.4. Priprema biljnog materijala za analizu

Za hromatograske analize kori$¢eni su svezi uzorci listova i zrna (Slika 5). Svezi listovi iz
faza | i Il, nakon merenja i usitnjavanja pomoc¢u makaza, prenoseni su u porcelanski avan, gde je
biljno tkivo pomocu tucka dodatno usitnjeno i razoreno. Zatim je dodavan 1 mL ekstrakcionog
sredstva. Jo$ 1 mL odgovarajuceg ekstrakcionog sredstva je dodavan u avan kako bi se osiguralo
kvantitativno prenoSenje uzorka u kivetu, a zatim je kiveta dopunjena ekstrakcionim sredstvom do
odgovarajuce zapremine. Sveze zrno kukuruza je skidano sa klipa (nakon odmrzavanja, 5 h na
sobnoj temperaturi) i samo neo$teCena zrna su koriS¢ena za analizu. Nakon merenja, zrno je
seckano pomocu skalpela na staklenoj podlozi i sa svim svojim mle¢nim sokom prenoseno U
plasti¢nu kivetu. Zatim je dodavano odgovarajuée ekstrakciono sredstvo.

Slika 5. Svezi uzorci zrna (a), lista (b) i ekstrakti (c i d) pripremljeni za hromatografske
analize.

Za spektrofotometrijske analize bili su potrebni uzorci osusenih listova i zrna kukuruza.
Shodno tome, jedan deo svezih listova suSen je na temperaturi od 40 °C u ventilacionoj susnici u
periodu od 8 h i 15 h za fazu | i Il, respektivno. Takode, jedan deo sveZeg zrna suSen je u
ventilacionoj su$nici na temperaturi od 35 °C u trajanju od 12 h. OsuSeni uzorci listova i zrna su
samleveni u brasno, veli¢ine Cestica od 500 um, na laboratorisjikom mlinu 120, proizvodaca Perten
(Stoholm, Svedska). Uzorak lista i zrna (u obliku brasna) nakon merenja, prenoSen je u plasti¢nu
kivetu uz dodavanje odgovarajuceg ekstrakcionog sredstva. Ukoliko je ekstrakcija ponavljana,
nakon centrifugiranja i dekantovanja supernatanta, nova koli¢ina ekstrakcionog sredstva je
dodavana i postupak ekstrakcije ponovljen. Sve ekstrakcije su vrSene na sobnoj temperaturi i
centrifugiranja su bila na 3000 rpm u trajanju od 10 min.
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3.5. Sadrzaj vlage u uzorcima

U cilju uniformnog prikazivanja rezultata, tj. preraCunavanja sadrzaja ispitivanih
fitohemikalija po suvoj masi zrna, jedan deo svezeg zrna i ujedno jedan deo zrna osusenog na 35
°C, susen je na temperaturi od 105 °C u vremenskom periodu od 6 h i 3 h, respektivno. Uzorci lista
su suseni za spektrofotometrijske analize (Odeljak 3.7.) i na osnovu dobijene suve mase izvrseno je
preratunavanje sadrzaja fitohemikalija. U Tabeli 4. prikazan je sadrzaj vlage (%) u uzorcima lista i
zrna.

3.6. Metode za ekstrakciju fitohemikalija za hromatografske analize
3.6.1. Ekstrakcija karotenoida iz sveZeg lista i zrna

U cilju ekstrahovanja karotenoida iz svezeg lista u fazi I i II nakon primenjenih tretmana,
koris¢en je postupak ekstrakcije koji je opisan u radu Safawo i saradnika (2010). Odmereno je
priblizno 1 g sveZeg lista 1 kao ekstrakciono sredstvo koriS¢en je hladan aceton (¢uvan u frizideru 2
h pre analiza). Postupak ekstrakcije na vertikalnom sejkeru u trajanju od 30 minuta, ponovljen je
dva puta (2 x 25 mL) nakon ¢ega su obe frakcije istog uzorka spojene.

Ekstrakcija karotenoida iz svezeg zrna kukuruza Secerca izvedena je po postupku koji su
opisali Rivera i saradnici (2012). Odmereno je priblizno 5 g svezeg zrna, a sme$a MeOH/EtOAc
(6:4, v/v) koris¢ena je kao ekstrakciono sredstvo. Nakon ekstrakcije (2 x 25 mL) u ultrazvu¢nom
kupatilu (30 min), obe frakcije istog uzorka su spojene, centrifugirane i uparene do suva u struji
azota. Ostatak nakon uparavanja rastvoren je u mobilnoj fazi (2 mL).

3.6.2. Ekstrakcija vitamina E iz sveZeg zrna

Metodu koja je koriS¢ena za ektrahovanje tokoferola i tokotrienola iz svezeg zrna su opisali
Gliszczynska-Swiglo i Sikorska (2004). Odmereno je priblizno 3 g svezeg zrna i dodato 30 mL
iPrOH Kkoji je upotrebljen kao ekstrakciono sredstvo. Nakon ekstrakcije u ultrazvu¢nom kupatilu
(45 min), esktrakt je centrifugiran.

3.6.3. Ekstrakcija slobodnih fenolnih kiselina iz svezeg lista i zrna

Postupak koji su opisali Dewanto i saradnici (2002) koriS¢en je za ekstrakciju slobodnih
fenolnih kiselina iz svezeg lista i zrna. Nakon odmeravanja priblizno 2 g uzorka svezeg lista iz faze
I i IT ekstrakcija je vrSena smeSom MeOH/H,0 (8:2, v/v). Postupak ekstrakcije je ponovljen dva
puta (2 x 10 mL) u ultrazvu¢nom kupatilu u trajanju od 45 min. Nakon spajanja, frakcije istog
uzorka su centrifugirane. Za ektrakciju slobodnih Kiselina iz zrna odmereno je priblizno 10 g svezeg
zrna i ekstrakcija je vrSena istom smeSom rastvaraca. Postupak ekstrakcije je ponovljen dva puta (2
x 25 mL) u ultrazvuénom kupatilu u trajanju od 45 min. Obe frakcije istog uzorka su spojene,
centifugirane i uparene skoro do suva u struji azota. Ostatak nakon uparavanja je rastvoren u
mobilnoj fazi (2 mL).

3.6.4. Ekstrakcija Seéera iz sveZeg zrna

Metoda za ekstrahovanje Secera iz zrna kukuruza bila je identicna onoj koju su predloZili
Schmitzer i saradnici (2011). Odmereno je priblizno 5 g svezeg zrna i dodato je S0 mL ultracdiste
vode koja je upotrebljena kao ekstrakciono sredstvo. Postupak ekstrakcije, u ultrazvu¢nom kupatilu,
trajao je 1 h. Nakon centrifugiranja, 1 mL supernatanta razblazen je deset puta ultrac¢istom vodom.
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Tabela 4. Sadrzaj vlage u uzorcima lista i zrna na razli¢itim temperaturama.
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% Vlage
Zrmo
N M+ Fb N+ Fb

2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017

ZP504su sveze -105 °C 66,58 64,70 62,71 62,02 61,16 60,71 63,34 61,68 6513 63,54
35°C -105°C 8,74 7,73 6,79 7,65 6,15 7,67 6,08 7,96 8,25 8,36

7P355su sveze -105 °C 70,48 67,05 68,06 63,19 60,44 66,64 65,89 69,39 64,13 64,48
35°C -105°C 8,70 8,31 8,33 8,24 7,87 8,42 8,31 9,13 8,26 8,85

ZP553sy sveze -105 °C 62,14 62,88 69,66 64,03 68,53 63,89 67,53 61,25 62,05 56,91
35°C -105°C 7,96 8,21 7,92 7,84 7,36 8,51 8,08 8,41 7,58 8,42

ZP515sy sveze -105 °C 67,28 61,26 61,54 62,40 60,75 63,14 61,08 6355 6581 61,76
35°C -105°C 6,57 8,20 6,56 7,55 7,83 9,38 7,90 7,96 6,41 8,95

List
N M+ Fb N+ Fb

2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017

ZP504su | faza 9,60 12,31 11,28 12,81 10,90 12,41 10,91 11,65 11,35 12,64
Il faza 11,84 11,09 12,06 11,01 11,82 10,34 11,41 11,13 11,79 10,88

ZP355su | faza 9,38 12,20 11,23 13,14 11,07 12,16 10,80 11,92 10,98 13,55
Il faza 11,00 11,99 11,00 11,08 10,55 11,98 11,05 11,47 10,78 12,33

ZP553s | faza 11,33 12,53 12,12 12,95 11,49 13,94 10,34 13,20 11,62 13,76
Il faza 11,90 10,93 11,25 12,27 11,39 10,38 11,42 8,97 10,74 10,49

ZP515sy | faza 10,93 12,06 10,86 11,61 11,90 13,81 11,16 13,84 10,61 13,16
Il faza 12,66 10,89 11,37 11,01 10,49 12,99 11,61 11,19 12,44 10,54
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3.7. Spektrofotometrijske analize lista i zrna

Sve analize koje se zasnivaju na merenju/pracenju apsorbancije uzoraka: odredivanje
sadrzaja ukupnih polifenola (Total Phenolic Content - TPC), odredivanje ukupne antioksidativne
aktivnosti (Radical Scavenging Activity - RSA) i odredivanje sadrzaja ukupnog glutationa (GSH)
uradene su na UV-VIS spektrofotometru Libra S22 proizvodac¢a Biochrom (Engleska) (Slika 6). Za
analize su kori$¢eni uzorci listova i zrna osuSenih na 40 °C i 35 °C, respektivno. Sve analize su
vrene u Cetiri ponavljanja a rezultati prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija.

Slika 6. Izgled koris¢enog spektrofotometra (a) i reakcija prac¢enja antioksidativne
aktivnosti zrna (b).

3.7.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola

Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola u listu 1 zrnu je izvrSeno po postupku koji su
opisali Singleton 1 saradnici (1999). Priblizno 0,3 g uzorka lista 1 zrna ekstrahovano je sa 10 mL
smese aceton/voda (7:3, v/v) na vertikalnom Sejkeru, u trajanju od 30 min. Nakon centrifugiranja,
supernatant je dekantovan i dalje je koris¢en za odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola 1
odredivanje ukupne antiokidativne aktivnosti. Alikvot supernatanta (0,2 mL) pomeSan je sa 0,5 mL
destilovane vode. Nakon dodavanja 0,25 mL Folin-Ciocalteu reagensa (2 M u odnosu na Kiselinu) i
1,25 mL Na;CO3 (20%) kivete su snazno promuckane i ostavljene u mraku u periodu od 40 min.
Nakon toga, apsorbancija plavo obojene smeSe merena je na 725 nm naspram slepe probe koja je
umesto uzorka sadrzavala 0,2 mL destilovane vode. Za konstrukciju kalibracione krive koris¢eni su
standardni rastvori ferulinske Kiseline u rasponu koncentracija od 1 do 10 mg/L (1; 2; 4; 6; 8; 10
mg/L). Kalibraciona kriva je dobijena u MS Excel programu predstavljanjem intenziteta
apsorbancije u zavisnosti od koncentracije rastvora ferulinske kiseline. Sadrzaj ukupnih fenola
izraZen je kao mg ekvivalenta ferulinske kiseline (EFK) po g suve mase (s.m.) uzorka lista ili zrna.

3.7.2. Odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti

Ukupna antioksidativna aktivnost uzoraka lista i zrna odredena je metodom koju su
primenili Abe i saradnici (1998). Alikvot supernatanta (0,3 mL) €iji je postupak dobijanja naveden
u Odeljku 3.5.1. pomesan je sa 0,25 mL DPPH’ reagensa (0,5 mM), i 0,5 mL acetatnog pufera (100
mM, pH = 5). Nakon stajanja smese u trajanju od 30 min u mraku, apsorbancija je merena na 517
nm naspram slepe probe koja je umesto uzorka sadrzavala 0,3 mL apsolutnog etanola. Relativna
antioksidativna aktivnost (RAA) uzorka izra¢unata je kao procenat izreagovalog DPPH" reagensa,

pomocu jednacine 2:
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RAA(%) _ (ADPPH B AUZORAK) %100 @

DPPH

gde je Apppy apsorbancija rastvora DPPH’ (slepa proba), dok je Auzorak apsorbancija uzorka lista
ili zrna.

Za konstrukciju kalibracione krive koris¢en je etanolni rastvor troloksa u rasponu
koncentracija od 1 do 40 umol/L (1; 5; 10; 20; 30; 40 umol/L). Kalibraciona kriva je dobijena u MS
Excel programu predstavljanjem RAA (%) u zavisnosti od koncentracije rastvora troloksa.
Relativna antioksidativna aktivnost izrazena je kao pmol ekvivalenta troloksa (ET) po g suve mase
uzorka lista ili zrna.

3.7.3. Odredivanje sadrzaja ukupnog glutationa

Postupak za odredivanje sadrzaja ukupnog glutationa (GSH) iz uzoraka lista i zrna opisali su
u svom radu Sari-Gorla i saradnici (1993). Priblizno 0,3 g uzorka lista i zrna ekstrahovano je sa 8
mL destilovane vode i 8 mL rsatvora TCA (5%), respektivno, na vertikalnom $ejkeru u trajanju od
30 min. Nakon centrifugiranja, alikvot odgovaraju¢eg supernatanta (0,5 mL) pomesSan je sa 0,5 mL
destilovane vode. Zatim je dodat 1 mL reagensa koji sadrzi 0,1 M TRIS (pH =7) i 1,5 mM DTNB.
Nakon centrifugiranja smeSe, apsorbancija je oCitana na 412 nm naspram slepe probe koja je
umesto uzorka sadrzavala 0,5 mL destilovane vode, odnosno 5% TCA. Sadrzaj ukupnog glutationa
je izraCunat na osnovu izmerenih vrednosti apsorbancija uzoraka 1 molarnog apsorpcionog
koeficijenta 1,36x10* dm® mol™ cm™ na 412 nm (Anderson i Ng, 2000) i izraZen je kao nmol/g s.m.
uzorka.

3.8. Analiza fitohemikalija primenom te¢ne hromatografije

Visoko-efikasna te¢na hromatografija primenom sistema Dionex Ultimate 3000 (Thermo
Scientific) je koris¢ena za identifikaciju i kvantifikaciju jedinjenja od interesa (Slika 7). Sistem za
te¢nu hromatografiju je bio opremljen kvaternarnom pumpom (LPG-3400), autosemplerom (WPS-
300SL), DAD i FLD detektorom. Sveze dobijeni ekstrakti su pre injektovanja u hromatografski
sistem profiltrirani kroz 0,45 um filter direktno u HPLC vialu (Slika 7). Sve analize su vrSene u tri
ponavljanja i rezultat je prikazan kao srednja vrednost + standardna devijacija. Sadrzaj svih
fitohemikalija je preracunat na suvu masu radi laksSeg i uniformnog tumacenja rezultata.

3.8.1. Kvantifikacija karotenoida

Hromatografsko razdavajanje karotenoida (lutein, zeaksnatin i f—karoten) u ekstraktu lista i
zrna izvrieno je na Hypersil GOLD® C18 koloni, dimenzija 150 x 4,6 mm, veli¢ine &estica 3 pm
(Thermo Fisher Scientific). Smesa acetonitrila i metanola (8:2, v/v) u izokratskom programu pri
protoku od 0,7 mL/min, koris¢ena je kao mobilna faza za razdvajanje karotenoida u ekstraktu zrna.
Smesa acetonitrila i metanola (6:4, v/v) u izokratskom programu pri protoku od 0,6 mL/min,
kori$¢ena je kao mobilna faza za razdvajanje karotenoida u ekstraktu lista. Analiza je trajala 20 min,
a kolona je termostatirana na 25 °C. Injekciona zapremina ekstrakta lista i zrna iznosila je 50 pL i
100 pL, respektivno, dok su talasne duzine na DAD detektoru bile podeSene na 450 nm i 472 nm.

Pocetne koncentracije standardnih rastvora luteina i zeaksantina bile su 100 mg/L, a f—
karotena 1000 mg/L. Serija od sedam standardnih rastvora dobijena je razblazivanjem standardnih
rastvora do krajnje koncentracije od 0,10 do 10,00 mg/L, za lutein i zeaksantin (0,10; 0,50; 1,00;
3,00; 5,00; 7,00; 10,00 mg/L) i koncentracije od 0,01 do 0,50 mg/L za p—karoten (0,01; 0,02; 0,05;
0,07; 0,10; 0,20; 0,50 mg/L).
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Druga serija od sedam standardnih rastvora dobijena je razblazivanjem standardnih rastvora
do krajnje koncentracije od 10,0 — 70,0 mg/L za ispitivane karotenoide (10,0; 20,0; 30,0; 40.0; 50,0;
60,0 1 70,0 mg/L). Svi pripremljeni rastvori ¢uvani su u zamrzivacu, na temperaturi od -21 °C.
Kalibracione krive konstruisane su kao zavisnost povrSine pika (odgovor detektora) prema datoj
koncentraciji standarda.

3.8.2. Kvantifikacija tokoferola i tokotrienola

Hromatografsko razdvajanje tokoferola i tokotrienola (a-T, f+y-T, o-T, a-T3, f+y-T3 i J-
T3) u ekstraktu zrna izvr$eno je na Hypersil GOLD aQ® C18 koloni, dimenzija 150 x 3 mm,
veli¢ine Cestica 3 um (Thermo Fisher Scientific). Kao mobilna faza kori$¢ena je smesa metanola i
10 mM amonijum-acetata (97:3, v/v) u izokratskom programu pri protoku od 0,4 mL/min. Analiza
je trajala 15 min na koloni termostatiranoj na 30 °C. Injekciona zapremina ekstrakta bila je 5 uL. U
cilju detekcije tokoferola i tokotrienola na fluorescentnom detektoru talasne duzine za ekscitaciju
(Aem) 1 emisuju (Aex) bile su podesene su na 290 nm i 325 nm, redom.

Pocetne koncentracije standardnih rastvora a-T, 0-T, a-T3, i 0-T3 bile su 1000 mg/L, dok su
koncentracije standardnih rastvora y-T i y-T3 bile 500 mg/L. Serija od sedam standardnih rastvora
dobijena je razblazivanjem standardnih rastvora do krajnje koncentracije od 0,01 do 1,00 mg/L, za
o-T, o-T, a-T3, i 0-T3 (0,01; 0,02; 0,05; 0,10; 0,20; 0,50; 1,00 mg/L) i koncentracije od 0, 10 do
10,00 mg/L za y-T i »-T3(0,10; 0,20; 0,50; 1,00; 2,00; 5,00; 10,00 mg/L). Svi pripremljeni rastvori
Cuvani su U zamrzivacu na temperaturi od -21 °C. Kalibracione krive konstruisane su kao zavisnost
povrsine pika (odgovor detektora) prema datoj koncentraciji standarda.

Slika 7. Izgled koris¢enog HPLC aparata (a), autosemplera (b), filtriranje uzoraka (c) i pripremljeni
filtrati lista i zrna (d).
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3.8.3. Kvantifikacija fenolnih kiselina

Hromatografsko razdavajanje slobodnih fenolnih kiselina izvrSeno je na Acclaim
PolarAdvantage 11° C18 koloni, dimenzija 150 x 4,6 mm, veli¢ine Gestica 3 pm (Thermo Fisher
Scienticific). Kao mobilna faza (protok 0,8 mL/min) koriS¢ena je smesa vode + 0,1 % HCOOH (A)
I metanola (B) u gradijentnom programu koncentracija: 0,0 — 10,0 min, 15 — 45% B; 10,0 — 25,0
min, 45 — 65% B; 25,0 — 30,0 min, 65 — 100% B 30,0 - 35,0 min, 100 — 15% B (Slika 8). Kolona je
termostatirana na 25 °C. Injekciona zapremina za ekstrakt lista i zrna bila je 5 puL i 10 pL,

respektivno. U cilju detekcije fenolnih kiselina talasne duzine na DAD detektoru su podesene na
278, 260, 290 i 320 nm.

Pocetne koncentracije standardnih rastvora fenolnih kiselina bile su 100 mg/L. Serija od
sedam standardnih rastvora dobijena je razblazivanjem standardnih rastvora do krajnje
koncentracije od 0,01 do 5,00 mg/L za ispitivane kiseline (0;01; 0,05; 0,10; 0,50; 1,00; 2,50; 5,00
mg/L). Svi pripremljeni rastvori ¢uvani su U zamrzivacu, na temperaturi od -21 °C. Kalibracione
krive konstruisane su kao zavisnost povrSine pika (odgovor detektora) prema datoj koncentraciji
standarda.
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W 0 N O U B WA

o en o on o

—
(=3

B[00 |  StopRun

—
—
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Slika 8. Graficki i tabelarni prikazi gradijentnog programa mobilnih faza kori$¢enih za eluiranje
slobodnih fenolnih Kiselina u uzorcima.

3.8.4. Parametri validacije primenjenih HPLC metoda

Tokom hromatografskih analiza za kontrolu rada samog instrumenta, prikupljanje kao i
analizu podataka koriS¢en je softverski paket Chromeleon (verzija 7.2). Identifikacija je vrSena
poredenjem retencinog vremena (tg) analizirane komponente sa tg odgovaraju¢eg standarda, a za
kvantitativna prerac¢unavanja su koriS¢ene konstruisane kalibracione krive.

Granica detekcije - GD (Limit of detection - LOD) i granica kvantifikacije - GK (limit of
quantification — LOQ) za svaku primenjenu metodu izra¢unate su pomocu jednacina 3 i 4:
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SD

GD =32= 3
s 3)
GK =1OSTD (4)

gde je b nagib kalibracione prave dobijen linearnom regresijom, dok je SD standardna devijacija
kalibracionog modela.

U cilju odredivanja efikasnosti primenjene metode (recovery - R) (jednacina 5) nasumi¢no
odabranom uzorku dodat je rastvor odgovarajuceg standarda tacno poznate koncentracije (0,01
mg/L (nivo 1); 0,1 mg/L (nivo2) i 1 mg/L (nivo 3)), u tri ponavljanja.

R(%) = F

I:0

gde, F predstavlja koncentraciju jedinjenja od interesa u uzorku nakon dodavanja standarda, Fo je

koncentracija jedinjenja od interesa u uzorku pre dodavanja standarda i A je koncentracija dodatog
standarda.

100 5
e ()

Regresioni parametri, koeficijent determinacije (R?), granica detekcije i kvantifikacije i
efikasnost metoda prikazani su u Tabeli 5.
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Tabela 5. Regresioni parametri, koeficijent determinacije (R?), retenciono vreme, granica detekcije i kvantifikacije i efikasnost primenjenih metoda

a b R? GD GK R, %

Vitamin E tr y =a+bx (x10% (ng/mL)  (ng/mL) Nivo 1 Nivo 2 Nivo 3
0-T3 3,94 -4,78 888,98 0,9998 39,72 132,38 102,13 92,09 110,13
L+y-T3 4,34 -12,55 708,16 0,9998 38,53 128,44 100,86 107,62 102,09
o-T3 4,76 -4,02 260,20 0,9998 36,97 123,22 102,56 99,51 111,98
o-T 5,52 0,13 414,00 0,9997 21,66 72,21 96,57 105,93 101,25
Bty -T 6,23 1,01 538,75 0,9999 25,84 86,12 99,28 97,10 105,24
o-T 7,02 -0,63 421,42 0,9992 33,93 113,11 110,61 95,84 101,80

Karotenoidi y =a+ bx (x 10%)
L+ Z zrno 4,45 -23,02 1936,91 0,9990 49,32 164,39 116,56 102,04 104,01
[-Karoten zrno 17,02 0,30 388,67 0,9979 55,06 183,53 98,94 108,07 105,92
L+ Z list 4,65 12,66 929,68 0,9985 78,41 261,36 100,12 111,32 102,93
S-Karoten list 17,63 1,80 388,60 0,9953 65,20 217,32 94,91 97,66 108,32

Fenolne kiseline y =a + bx (x 10%)

Protokatehinska 9,96 0,67 60,29 0,9999 60,40 201,34 106,06 99,51 111,07
Kofeinska 12,68 -2,15 121,94 0,9993 79,84 266,14 109,90 97,50 109,81
Sinapinska 14,09 0,29 110,55 0,9999 23,07 76,88 98,94 104,08 115,66
p-Kumarinska 16,20 0,97 118,19 0,9995 53,54 178,47 109,86 105,90 106,88
Ferulinska 17,94 -0,29 141,60 0,9997 52,88 176,26 92,56 94,01 107,46
Cimetna 21,63 1,78 186,94 0,9998 68,86 229,54 99,69 92,93 100,73
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3.9. Kvantifikacija Secera u zrnu primenom jonske hromatografije

Primenom visoko-efikasne jonoizmenjivacke hromatografije na sistemu ICS 3000 (Thermo
Scientific), izvrSena je identifikacija i kvantifikacija Se€era u ekstraktu zrna kukuruza Secerca.
Hromatografski sistem je bio opremljen kvaternarnom pumpom, autosemplerom (ICS AS-DV 50) i
PAD detektorom: elektrohemijska ¢elija sa podesivim potencijalom, Au radna i Ag/AgCl referentna
elektroda. Hromatografsko razdavajanje Seéera u ekstraktu zrna izvreno je na CarboPac PA100®
koloni, dimenzija 250 x 4 mm, veli¢ine Cestica 8,5 um (Thermo Fisher Scienticific). Kao mobilna
faza (protok 0,7 mL/min) koris¢ena je smesa 600 mM NaOH (A), 500 mM CH3COONa Ac (B) i
ultracdista voda (C) u slede¢em gradijentnom programu koncentracija: 0,0 —5,0 min, 15 % A, 85 %
C;50-51min,15% A, 2%B,83%C;5,1-12,0min, 15% A, 2% B, 83 % C; 12,0 — 12,1 min,
15% A, 4%B,81%C; 12,1 -20,0min15% A, 4 % B, 81 % C; 20,0 — 20,1 min 20 % A, 20 % B,
60 % C; 20,1-35,0 min 20 % A, 20 % B, 60 % C (Slika 9).

" % ol o T;::: (nplerI(T)lll\m “A 4B 4C
1 150000 07000 150 00 850
2 0000 07000 150 00 850
g L, [ 31 s om0l 00
: 4 5100  0700[ 150 200 830
b 120000 0700 150 20 830
b 121000 0700 150 00 810
) mill, [ 71 om0 om0 40 810
£ -0 0 00 200 05 i 201000 07000 200 200 60.0
%A~ 600mM NaOH 1% B- 00 M CHHCOONa 8% - Ui 0 =Prok nL i) |3 30000 0700] 200[  200] 600

Slika 9. Graficki i tabelarni prikaz gradijentnog programa mobilnih faza koriS¢enih za eluiranje
Secera u uzorcima.

Pocetne koncentracije standardnih rastvora glukoze, fruktoze i saharoze bile su 1000 mg/L,
a ostalih testiranih Secera i sorbitola iznosile su 100 mg/L. Serija od sedam standardnih rastvora
dobijena je razblazivanjem standardnih rastvora na krajnje koncentracije od 1,00 do 25 mg/L za
glukozu, fruktozu, saharozu (1,00; 2,00; 5,00; 10,00; 15,00; 20,00; 25,00 mg/L) i koncentracije od
0,05 do 5,00 mg/L za ostale Secere i sorbitol (0,05; 0,10; 0, 25; 0,50; 1,00; 2,50; 5,00 mg/L). Svi
pripremljeni rastvori ¢uvani su u zamrzivacu na temperaturi od -21 °C.

Kalibracione krive konstruisane su kao zavisnost povrsine pika (odgovor detektora) prema
datoj koncentraciji standarda. Regresioni parametri, koeficjent determinacije (R?), granica detekcije
i kvantifikacije i efikasnost metode prikazani su u Tabeli 6.
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Tabela 6. Koeficijent determinacije (R?), retenciono vreme, granica detekcije i kvantifikacije i
efikasnost primenjene metode za odredivanje Secera.

to GD GK R? R, %

(ng/mL) (ng/mL) Nivol Nivo2 Nivo3
Sorbitol 2,88 189,20 567,16 10,9983 102,21 109,87 95,68
Trehaloza 3,51 108,20 325,79 10,9981 97,49 102,83 93,27
Arabinoza 4,22 193,23 579,12 10,9974 98,51 96,91 101,23
Glukoza 5,62 56,77 168,55 0,9990 103,55 110,74 97,50
Fruktoza 6,97 78,68 238,45 10,9997 104,32 106,42 103,33
Saharoza 10,07 85,24 255,88 10,9981 99,25 89,37 110,25
Turanoza 13,00 41,15 13535 10,9987 97,41 108,25 87,71
Izomaltoza 8,22 116,98 348,54 10,9967 106,14 99,13 93,23
Izomaltotrioza 16,54 213,10 702,92 10,9969 9498 97,89 9321
Maltoza 17,34 99,85 297,35 10,9979 110,07 101,58 94,23
Maltotrioza 26,77 144,75 478,47 10,9981 96,15 98,66 94,76
Gentiobioza 12,28 48,79 158,47 10,9986 97,66 102,85 93,59
Panoza 20,37 83,46 24956 10,9982 96,16 105,49 87,95
Rafinoza 19,56 14428 432,45 10,9993 98,94 102,01 106,20

3.10. Statisticka obrada podataka

Dobijene vrednosti prinosa i1 sadrzaja fitohemikalija u zrnu nakon odgovarajuc¢ih tretmana
tokom dve godine, obradeni su primenom trofaktorske analize varijanse (Analysis of Variance —
ANOVA) prema planu slucajnog blok sistema koriS¢enjem softverskog paketa M-STAT-C
(Michigan State University, 1989). Sli¢no, za dobijene podatke iz lista kukuruza primenjena je
Cetvorofaktorska analiza varijanse prema planu slucajnog blok sistema. U cilju definisanja
statistiCki znaCajne razlike izmedu testiranih hibrida, primenjenih tretmana, kao 1 njihovih
interakcija tokom dve godine, za uzorke zrna izracunata je najmanja znacajna razlika (Fisher’s least
significant difference (LSD)) pri nivou poverenja od 0,95 (p < 0,05). Za utvrdivanje statisticki
znacCajne razlike izmedu testiranih hibrida, primenjenih tretmana, kao i njihovih interakcija tokom
dve godine, u listu, koris¢ena je znaCajna razlika (Tukey honestly significant difference — HSD) pri
nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05). Za odredivanje koeficijenta korelacije izmedu odredenih
ispitivanih parametara koris¢en je MS Excel (Microsoft Office 2007 Profesional). Prikazani su
Pearson-ovi koeficijenti korelacije pri nivou poverenja od 0,95 (p <0,05).

Analiza glavnih komponenata je izvedena pomoc¢u PLS Toolbox paketa (demo verzija 5,7,
Eigenvectors, Inc.) koji je sastavni deo statisticCkog programa MATLAB (verzija 7.4.0.287; R2007a;
MathWorks, Inc., USA). Pre bilo kakve statisticke obrade rezultata svi parametri su autoskalirani
(centrirani i skalirani na jedini¢nu vrednost standardne devijacije). Ovim postupkom ispitivani
parametri postaju uporedivi jer se spreCava preovladavanje komponenata prisutnin u veéim
koli¢inama nad komponentama prisutnim u znatno manjim koli¢inama. Klasterska analiza je
izvedena kao dodatak PCA metodi u cilju jednostavnijeg nacina prikaza i kao pomo¢ u tumacenju
rezultata dobijenih PCA metodom.
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4. Rezultati
4.1. Fitohemikalije u listu kukuruza

Analiza varijanse pokazala je da su hibrid (H), godina (G), faza (F) i tretman (T) kao i
njihove interakcije (GXH;GXF,HxF,GXxHXxF,GXT,HXT,GXHXT;FxT;GxFxT;H
x Fx T, GxHxFxT) imale statisticki znacajan uticaj (p < 0,05) na promene u sadrzaju
ispitivanih fitohemikalija (karotenoidi, slobodne fenolne kiseline, TPC, GSH i DPPH") tokom obe
faze u listu Cetiri hibrida zrna kukuruza Secerca (Prilog 1). Sadrzaj ispitivanih fitohemikalija u obe
faze u listu varirao je u zavisnosti kako od primenjenog tretmana tako i od vegetacione sezone.
Shodno tome, radi bolje preglednosti rezultata, prokomentarisani ¢e biti samo oni hibridi kod kojih
je tokom obe godine zabelezen isti statisticki znaCajan trend (povecanje ili smanjenje sadrzaja
fitohemikalija) nakon primenjenog tretmana u poredenju sa kontrolom ili u poredenju sa Cistim
herbicidom (kada se posmatra kombinacija herbicida i folijarnog dubriva). Takode, radi jasnijeg
prikazivanja rezultata u tabelama, u ovom odeljku, prikazan je samo sadrzaj ispitivanih
fitohemikalija bez Tukey HSD znacajne razlike. Tabele sa sadrzajem fitohemikalijama i zna¢ajnom
razlikom (Tukey HSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05) izmedu posmatranih parametara za
interakciju G x H x F x T nalazi se u Prilogu 2.

4.1.1. Sadrzaj karotenoida

Sadrzaj ispitivanih karotenoida nakon svih primenjenih tretmana u toku obe godine prikazan
je u Tabeli 7, a hromatogram na Slici 10. Sadrzaj ispitivanih karotenoida u kontrolnim uzorcima u
obe faze, bio je uglavnom veéi u 2017. u poredenju sa 2016. godinom. Najve¢i sadrzaj luteina i
zeaksantina (L + Z) u kontrolnim uzorcima, u fazi I zabeleZen je kod hibrida ZP355su (1,70 mg/100
g s.m. i 2,10 mg/100 g s.m., redom). U fazi Il najveci sadrzaj L + Z zabeleZen je kod hibrida
ZP504su (1,85 mg/100 g s.m. i 3,13 mg/100 g s.m.). U fazi I najve¢i sadrzaj S-karotena zabelezen je
kod ZP515su (0,37 mg/100 g s.m.) u 2016. i kod ZP355su (0,63 mg/100 g s.m.) u 2017. Sli¢no, u
fazi Il najveci sadrzaj f-karotena zabelezen je kod ZP504su (0,70 mg/100 g s.m.) u 2016. i kod
ZP553su (0,69 mg/100g s.m.) tokom 2017. godine.

4.1.1.1. Sadrzaj karotenoida nakon primene herbicida

Mezotrion je ispoljio znacajno pozitivan efekat na povecanje sadrzaja L + Z kod ZP515su u
fazi 11, dok je nikosulfluron znacajno smanjio sadrzaj L + Z kod ZP504su u fazi | (Tabela 7).
Interesantno je ista¢i da primenjeni herbicidi u obe faze nisu imali znaCajan uticaj na sadrzaj f-
karotena u listu testiranih hibrida kukuruza Secerca u toku obe godine i analiziranim fazama (Tabela
7).

4.1.1.2. Sadrzaj karotenoida nakon primene folijarnog dubriva i herbicida

Tretmani M + FD 1 N + FD doveli su do znac¢ajnog povecanja sadrzaja L + Z kod hibrida
ZP355su i ZP515su, respektivno u fazi I u poredenju sa tretmanima kad su herbicidi primenjeni
sami (Tabela 7). Tretmani M + FD i N + FD nisu pokazali uticaj na sadrzaj f-karotena u fazi | u
poredenju sa kontrolom. Nakon tretmana M + FD u fazi II zabeleZeno je znacajno povecanje
sadrzaja L + Z kod hibrida ZP515su, suprotno od ZP504su u poredenju sa kontrolom. U istoj fazi
kod ZP504su nakon primene N + FD zabelezen je znacajno veéi sadrzaj f-karotena u poredenju sa
nikosulfuronom (Tabela 7).
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Slika 10. Hromatogram ispitivanih standarda karotenoida (a) i profil karotenoida u listu u
fazi | (b) i fazi Il (c) na talasnoj duzini od 450 nm. Pik 1 - Lutein + zeaksantin, pik 2 — s-Karoten.
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Tabela 7. Sadrzaj karotenoida (mg/100 g s.m.) nakon primenjenih tretmana u obe faze lista.

| faza

Il faza

| faza

IIf aza

ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
Tretman 2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
Lutein + Zeaksantin
K 1,5+0,1 1,60+0,01 1,70+0,08 2,10+0,02 1,61+0,03 1,87+0,09 1,60+0,03 1,32+0,01
M 1,60,1 1,84+0,1 1,14+0,06 1,96+0,05 1,32+0,07 2,04+0,02 1,58+0,04 2,25+0,04
N 1,27+0,02 1,240,1 1,41+0,01 2,15+0,01 1,37+0,04 2,05+0,01 1,29+0,07 1,44+0,06
M + FD 1,41+0,04 1,78+0,01 1,58+0,02 2,23+0,08 2,10+0,07 1,55+0,03 1,99+0,05 1,36+0,04
N+ Fb 1,36+0,04 1,240,1 1,54+0,01 1,53+0,01 1,60+0,06 1,47+0,09 1,59+0,07 1,81+0,06
K 1,940,1 3,1+0,1 1,77+0,05 2,63+0,02 1,72+0,09 2,43+0,07 1,57+0,03 2,39+0,05
M 1,740,1 3,240,1 2,00+0,09 2,70+0,01 1,92+0,05 3,03+0,01 1,95+0,01 2,82+0,04
N 0,86+0,04 2,22+0,04 1,96+0,04 1,69+0,09 1,71+0,08 2,94+0,07 1,95+0,01 2,44+0,02
M+ Fb 1,72+0,03 2,4+0,1 1,44+0,01 2,56+0,04 1,77+0,02 3,09+0,01 1,83+0,02 1,96+0,03
N+ Fb 1,32+0,04 2,63+0,01 1,70+0,06 3,3740,02 1,90+0,04 2,99+0,03b 1,96+0,09 3,02+0,01
S-karoten
K 0,22+0,02 0,48+0,03 0,35+0,02 0,63+0,06 0,31+0,04 0,53+0,01 0,367+0,004  0,376+0,003
M 0,3340,02 0,49+0,03 0,25+0,02 0,56+0,08 0,28+0,02 0,62+0,05 0,43+0,04 0,67+0,06
N 0,25+0,05 0,4340,04 0,34+0,05 0,56+0,03 0,32+0,02 0,59+0,06 0,18+0,00 0,42+0,03
M+ Fb 0,27+0,01 0,65+0,06 0,33+0,03 0,69+0,05 0,42+0,04 0,56+0,01 0,49+0,04 0,45+0,02
N+ Fb 0,21+0,01 0,48+0,01 0,28+0,01 0,48+0,04 0,26+0,01 0,46+0,01 0,34+0,01 0,52+0,03
K 0,7040,01 0,67+0,01 0,66+0,05 0,61+0,03 0,60+0,05 0,69+0,09 0,48+0,05 0,64+0,08
M 0,60+0,06 0,68+0,03 0,76+0,05 0,62+0,04 0,7040,01 0,66+0,07 0,75%0,02 0,73+0,06
N 0,53+0,02 0,60+0,02 0,71+0,06 0,48+0,06 0,67+0,01 0,74+0,01 0,6440,07 0,61+0,07
M + Fb 0,66+0,04 0,61+0,01 0,48+0,01 0,62+0,03 0,54+0,01 0,75+0,07 0,57+0,04 0,50+0,05
N+ Fb 0,44+0,06 0,63+0,02 0,66+0,02 0,62+0,09 0,67+0,05 0,78+0,05 0,70+0,05 0,72+0,03
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Rezultati

4.1.2. Sadrzaj slobodnih fenolnih kiselina

Sadrzaj slobodnih i ukupnih fenolnih kiselina, nakon svih primenjenih tretmana u toku obe
godine, prikazan je u Tabeli 8, dok je hromatogram fenolnih Kkiselina prikazan na Slici 11. Najveci
sadrzaj protokatehinske, p-kumarinske i cimetne kiseline u kontrolnim uzorcima, u fazi I, u 2016.
godini imali su hibridi ZP355su (32,54, pg/g s.m.), ZP553su (12,24 ug/g s.m.) i ZP504su (25,35
ug/g s.m), respektivno. Najveéi sadrzaj protokatehinske, p-kumarinske i cimetne kiseline u
kontrolnim uzorcima, u istoj fazi, u toku 2017. godine zabelezen je kod hibirda ZP515su (35,13,
20,37 i 13,24 pg/g s.m., respektivno). U kontrolnim uzorcima, hibrid ZP355su u fazi | je imao
najveci sadrzaj sinapinske kiseline (23,88 i 23,08 pg/g s.m., respektivno) u toku 2016. i 2017.
godine. Najveci sadrzaj protokatehinske i sinapinske kiseline u listovima kontrolnih uzoraka, u Il
fazi, zabelezen je kod ZP504su (42,54 1 42,90 nug/g s.m., respektivno) u 2016. godini i ZP553su
(76,88 1 55,31 ug/g s.m., respektivno) u 2017. godini. Najveéi sadrzaj p-kumarinske Kiseine, u istoj
fazi, zabelezen je kod ZP335su (94,93 141,71 pg/g s.m) u toku obe godine. Hibrid ZP553su imao je
najveci sadrzaj cimetne kiseline (54,88 129,16 pg/g s.m.) u toku obe vegetacione sezone.
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Slika 11. Hromatogram standarda ispitivanih fenolnih kiselina pri razli¢itim talasnim
duzinama (a) i njihov profil u listu u fazi I (b) i fazi Il (c) na talasnoj duzini od 260 nm. Pik 1 —
Protokatehinska Kiselina; pik 2 — Kofeinska kiselina; pik 3 — Sinapinska kiselina; pik 4 — p-
Kumarinska kiselina; pik 5 — Ferulinska Kiselina i pik 6 — Cimetna kiselina.
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Tabela 8. Sadrzaj fenolnih kiselina (ug/g s.m.) nakon primenjenih tretmana u obe faze lista.

Rezultati

ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
Tretman 2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
Protokatehinska Kiselina

K 18,9+0,2 24,7+0,9 32,5+0,4 13,4+0,1 20,9+0,3 31,6£0,8 17,3+0,3 35,1+0,4
s M 11,7+0,1 16,3+0,7 39,6+0,2 15,2+0,1 18,1+0,3 28,3+0,8 13,7+0,2 27,5+0,8
S N 29,7+0,5 12,1+0,1 43,4+0,3 18,6+0,3 53,2+0,8 27,0+0,9 41,1+0,3 83,6+1,9
-~ M+Fb 15,3+0,1 25,9+0,4 17,7+0,1 16,1+0,1 8,1+0,1 45,1£1,0 18,3+0,08 40,6£1,0

N +Fb 30,2+0,4 15,940,2 45,7+0,4 22,0+0,8 31,9+0,3 25,2+0,5 36,8+0,3 28,5+0,8

K 42,310,4 37,1+0,6 15,2+0,1 50,7+1,7 37,7+0,6 76,9+1,6 36,8+0,8 75,0+2,1
s M 34,0+0,9 50,1+1,7 4,7+0,02 59,1+1,3 32,8+0,9 48,0+1,8 16,1+0,08 61,3+1,7
S N 24,7+0,6 26,6+0,4 2,0+0,6 59,1+1,6 29,6+0,1 28,8+0,7 27,9+0,5 87,8+1,61
— M+Fb 20,9+0,5 95,8+1,4 31,9+0,4 64,8+1,3 27,4+0,8 13,4+0,2 10,7+0,01 56,5+0,9

N +Fb 6,4+0,01 66,7+1,2 17,540,6 77,917 23,7+0,1 46,1+1,5 18,3+0,7 59,5+1,9

p-Kumarinska kiselina

K 8,97+0,04 17,740,1 8,48+0,06 13,6+0,4 12,240,4 14,240,1 10,61+0,09 20,4+0,5
s M 10,30+0,09 31,6+1,0 10,58+0,08 16,940,1 10,8+0,08 25,1+0,1 7,71+0,05 19,4+0,8
8 N 10,440,1 26,4+0,1 10,44+0,04 35,7+0,2 8,6+0,02 17,340,1 10,86+0,07 13,1+0,3
— M+Fb 8,05+0,04 7,64+0,03 12,3540,1 35,1+1,0 13,3+0,1° 27,2+0,1 6,47+0,05 15,7+0,1

N +Fb 8,20+0,02 13,540,3 15,4340,1 14,540,2 15,5+0,04 30,7£0,2 6,18+0,04 18,0+0,4

K 39,4+1,0 20,6+0,3 94,9+1,7 41,1+0,4 56,5+1,3 25,440,2 60,4+1,4 39,6+0,2
© M 55,3+1,3 40,4+0,7 88,9+1,3 15,840,2 39,3+0,6 51,3+0,5 87,78+2,0 76,0+1,2
£ N 60,7£1,6 33,6£0,6 50,8+0,7 29,7+0,3 151,8+2,7 121,7+1,95 120,1+3,7 65,7+0,4
= M+Fb 78,5+2,5 55,8+0,6 123,6+2,6 51,1+0,7 81,6+2,1 71,6+0,9 80,2+1,6 26,5+0,4

N +Fb 63,7+1,0 42,3+0,8 76,3+1,6 44,9+0,7 180,7+2,3 51,31£0,5 110,6£2,0 41,910,5

32



Tabela 8. Nastavak

Rezultati

ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
Cimetna kiselina

K 25,4+0,4 9,54+0,06 24,9+0,2 10,5+0,1 16,1+0,3 5,39+0,02 16,4+0,2 13,240,2
s M 24,4+0,4 6,58+0,08 32,0+0,2 19,3+0,3 14,6x0,7 4,51+0,06 19,3+0,2 6,48+0,04
.ES' N 12,1+0,1 6,68+0,06 25,8+0,4 10,4+0,08 25,310,2 8,51+0,03 19,0+0,2 7,12+0,05
- M+Fb 23,4+0,3 7,52+0,07 31,040,3 9,11+0,05 35,3+0,3 8,22+0,02 23,31+0,5 9,99+0,02

N+FDb 26,7+0,3 6,98+0,02 41,9+0,3 9,16+0,09 31,1+0,3 13,0+0,2 35,1+0,3 7,99+0,06

K 42,3+0,5 20,9+1,0 32,3+0,4 15,8+0,3 54,9+0,7 29,2+1,4 54,0+0,5 22,2+0,7
S M 60,2+0,4 41,1+1,3 50,1+0,7 14,340,2 60,6+1,0 29,515 66,9+0,4 29,1+0,8
& N 96,1+1,5 30,7+1,3 111,5+1,4 12,5+0,1 54,810,7 17,0+0,2 133,2+2,0 31,2+1,4
= M+FD 65,4+0,7 48,8+1,5 60,7+1,0 34,6+1,1 90,1+1,4 52,112,5i 101,5+1,1 19,9+0,7

N+ Fb 38,0+0,4 25,5+0,5 126,7+1,5 36,2+1,1 43,5+0,2 24,0+1,0 125,3+1,3 33,8+1,5

Sinapinska kiselina

K 15,1+0,2 13,1+0,3 23,88+0,2 23,1+0,6 18,4+0,3 16,3+0,1 18,3+0,5 12,1+0,4
< M 23,840,9 23,8+0,2" 21,0+0,4 16,2+0,3 25,0+0,4 17,8+0,1 32,0+0,2 20,840,1
S N 17,5+0,2 27,0+0,4 8,05+0,1 17,2+0,2 25,+0,3 15,3+0,2 14,6+0,1 20,84+0,4
~ M+FP 21,0+0,7 13,9+0,1 17,9+0,2 6,8+0,1 45,3+0,4 14,7+0,1 33,5+0,3 15,0+0,1

N+ Fb 19,1+0,4 13,5+0,7 13,3+0,2 10,8+0,2 20,7+0,2 12,1+0,2 12,2+0,2 18,7+0,5

K 42,9+1,4 40,1+0,6 22,3+1,1 27,9+0,2 40,1+0,5 55,3+0,8 40,5+0,9 42,4+0,5
ﬁ M 120,1+2,3 43,8+0,7 10,2+0,3 56,1+0,4 70,3%1,4 87,7+1,3 36,9+0,3 49,4+0,3
£ N 74,241,7 15,6+0,2 8,43+0,06 10,8+0,1 107,1+1,1 17,50,2 22,0+1,0 27,4+0,3
=~ M+FD 100,0+2,5 51,040,7 13,1+0,3 84,4+1,2 69,0+1,5 34,2+0,3 15,2+0,1 43,4+0,4

N+ Fb 57,0+0,9 70,3+0,8 28,0+0,4 13,8+0,2 151,3+3,6 28,6+0,2 48,5+0,1 27,4+0,3
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Rezultati
4.1.2.1. Sadrzaj slobodnih fenolnih kiselina nakon primene herbicida

Smanjenje sadrzaja protokatehinske kiseline u fazi | zabelezeno je nakon primene mezotriona
kod ZP504su (Tabela 8). Suprotno, znacajno povecanje u sadrzaju iste kiseline primeéeno je kod
ZP355su nakon tretmana niskosulfuronom. Mezotrion je doveo do znafajnog smanjenja sadrzaja
protokatehinske kiseline, suprotno od nikosulfurona kod ZP515su. Nikosulfuron je doveo do znacajnog
smanjenja sadrzaja sinapinske kiseline kod ZP355su.

U fazi Il nakon primene mezotriona i nikosulfurona doslo je do znacajnog smanjenja sadrzaja p-
kumarinske i povecanja protokatehinske kiseline kod hibrida ZP355su (Tabela 8). Sli¢no, oba herbicida
dovela su do znacajnog smanjenja sadrzaja protokatechinske kiseline kod hibrida ZP553su. Nakon
primene nikosulfurona zabelezeno je znafajno smanjenje sadrzaja povecanje Sinapinske kiseline i
ujedno poveéanje cimetne i p-kumarinske Kiseline kod ZP515su. Isti tretman doveo je i do zna¢ajnog
smanjenja sadrzaja sinapinske kiseline kod hibrida ZP355su. Znacajno, 0dnosno smanjenje sadrzaja p-
kumarinske kiseline zablezeno je kod hibrida ZP504su i ZP355su, respektivno, nakon primene
mezotriona. Isti tretman doveo je do znaCajnog smanjenja sadrzaja protokatehinske i povecanja p-
kumarinske kiseline kod hibrida ZP515su (Tabela 8).

4.1.2.2. Sadrzaj fenolnih kiselina nakon primene herbicida i folijarnog dubriva

Sadrzaj protokatehinske kiseline znacajno je povecan nakon primene N + FDP kod hibrida
ZP355su u fazi | u poredenju sa kontrolom, a kod hibrida ZP355su zabelezeno je znacajno smanjenje
sadrzaja sinapinske kiseline nakon tretmana M + FP i N + FD (Tabela 8). Kombinacija M + FD dovela
je do znacajnog povecanja sadrzaja protokatehinske Kiseline u fazi | kod hibrida ZP504su i ZP515su u
poredenju sa mezotrionom. Kod hibrida ZP515su nakon primene N + FD zabelezeno je znacajno
smanjenje sadrzaja iste kiseline u poredenju sa nikosulfuronom. Sadrzaj p-kumarinske kiseline nakon
primene N + FP u fazi | bio je znacajno veci u poredenju sa nikosulfuronom kod ZP553su. Znac¢ajan
porast sadrzaja cimetne kiseline zabelezen je kod hibrida ZP553su nakon primene M+ FB iN + Fb u
poredenju sa mezotrionom i nikosulfuronom, respektivno. Kombinacija M + FD dovela je do
znacajnog smanjenja sadrzaja sinapinske kiseline kod ZP504su u fazi [ u poredenju sa mezotrionom.

U fazi II nakon primene tretmana M + FP i N + FD sadrzaj protokatehinske kiseline bio je
znacajano smanjen, dok je sadrzaj p-kumarinske znacajno povecan kod ZP553su, u poredenju sa
kontrolom. Isti tretmani doveli su do znacajnog povecanja sadrzaja p-kumarinske i sinapinske kiseline
u ZP504su (Tabela 8). Pomenuti tretmani doveli su do znacajnog smanjenja sadrZzaja protokatehinske
kiseline u fazi 1l kod ZP515su. Kod hibrida ZP355su zabeleZen je znaCajan porast sadrzaja cimetne
kiseline nakon M + FD i N + FD u poredenju sa kontrolom. Zna¢ajan porast iste kiseline zablezen je 1
nakon M + FD kod hibrida ZP504su i ZP553su, u poredenju sa kontrolom. Znacajno poveéanje
sadrzaja protokathinske i p-kumarinske Kkiseline u fazi Il zabeleZeno je kod hibrida ZP504su i ZP355su,
nakon M + FD u poredenju sa kontrolom (Tabela 8).

Kombinacija N + FD dovela je do znacajnog smanjenja sadrzaja cimetne kiseline kod ZP553su,
odnosno povecanja kod ZP515su u poredenju sa kontrolom. Sadrzaj protokatehinske i p-kumarinske
kiseline u hibridu ZP515su u fazi Il bio je znacajno smanjen nakon primene M + FD i N + FD u
poredenju sa mezotrionom i nikosulfuronom, respektivno. Kod ZP355su tretmani M + Fb i N + FD
pokazali su zna¢ajno povecanje sadrzaja p-kumarinske i cimetne kiseline u poredenju sa mezotrionom i
nikosulfuronom, respektivno. Tretman M + FD izazvao je znacajno povecanje sadrzaja protokatehinske
kiseline u fazi Il kod hibrida ZP355su, u poredenju sa merotrionom.
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Rezultati

Sli¢no, kombinacija M + FD dovela je do znacajnog povecanja sadrzaja p-kumarinske i cimetne
kiseline kod ZP504su i ZP553su u poredenju sa mezotrionom. U fazi II, nakon tretmana N + FP
zabelezeno je znacajno poveéanje sadrzaja sinapinske i smanjenje cimetne kiseline u hibridima
ZP553su i ZP504su, respektivno, u poredenju sa nikosulfuronom (Tabela 8).

4.1.3. Sadrzaj ukupnih fenola, glutationa i antioksidativna aktivnost lista

Sadrzaj TPC, GSH i DPPH’ nakon svih primenjenih tretmana u toku obe godine, prikazan je u
Tabeli 9. Najveca antioksidativna aktivnost u fazi I zabelezena je kod hibrida ZP355su (0,75 pmol
ET/g s.m.) i ZP504su (0,90 umol ET/g s.m.), tokom 2016. i 2017. godine, respektivno. U kontrolnim
uzorcima u fazi | najveci sadrzaj ukupnog GSH tokom 2016. i 2017. godine primecéen je kod hibrida
ZP515su (321,31 nmol/g s.m.) i ZP504su (436,76 nmol/g s.m.), respektivno. Hibrid ZP504su u istoj
fazi imao je najve¢i sadrzaj TPC (24,26 mg EFK/g s.m. i 19,13 mg EFK/g s.m., respektivno) u
kontrolnim uzorcima. Isti hibrid i u fazi 1l imao je najveci sadrzaj TPC (42,58 mg EFK/g s.m. i 27,38
mg EFK/g s.m.) tokom obe godine. Tokom obe godine u fazi Il u kontrolnim uzorcima zabelezena je
najveca antioksidativna aktivnost kod hibrida ZP515su (1,74 pumol ET/g s.m. i 1,87 pumol ET/g s.m.,
respektivno). Najveéi sadrzaj GSH u fazi II primecen je kod ZP504su (827,23 nmol/g s.m.) i ZP515su
(881,13) tokom 2016. i 2017. godine, respektivno.

4.1.3.1. Sadrzaj ukupnih fenola, glutationa i antioksidativna aktivnost lista nakon primene
herbicida

Nakon primene nikosulfurona kod ZP515su zabeleZeno je znacajno poveéanje TPC u fazi I, kao
i u fazi Il kod hibrida ZP355su. Sadrzaj GSH nakon primene oba herbicida bio je zna¢ajno smanjen u
fazi Il u ZP504su (Tabela 9). Kod hibrida ZP355su mezotrion je izazvao povecanje, a nikosulfuron
smanjenje GSH. Nakon primene niksoulfurona kod ZP355su i ZP515su u fazi Il zabelezeno je
znacajno smanjenje GSH (Tabela 9).

4.1.3.2. Sadrzaj ukupnih fenola, glutationa i antioksidativha aktivnost lista nakon primene
herbicida i folijarnog dubriva

Kombinacije M + FD i N + FD su kod ZP553su dovele do znacajnog porasta TPC u fazi I u
poredenju sa kontrolom (Tabela 9). Nakon primene M + FDP i N + FDP kod hibrida ZP504su u fazi 1l
zabelezeno je znacCajno smanjenje GSH u poredenju sa kontrolom. Suprotan trend je zabeleZzen kod
ZP553su i ZP355su. Tretman N + FD u fazi II doveo je do znacajnog povec¢anja GSH kod svih hibrida,
sem kod ZP515su u poredenju sa nikosulfuronom (Tabela 9).
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Tabela 9. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (TPC), glutationa (GSH) i antioksidativna aktivnost (DPPH) lista u obe faze.

| faza

Il faza

| faza

Il faza

Rezultati

ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
DPPH’ (umol ET/g s.m.)
K 0,60+0,02 0,90+0,01 0,75+0,02 0,74+0,04 0,69+0,01 0,77+0,03 0,69+0,01  0,78+0,01
M 0,79+0,01 0,80+0,03 0,63+0,03 0,71+0,07 0,71+0,03 0,81+0,02 0,73+0,02  0,85+0,01
N 0,73+0,01 0,80+0,02 0,73+0,02 0,90+0,01 0,69+0,02 0,80+0,09 0,73+0,01  1,01+0,01
M + Fb 0,72+0,02 0,87+0,03 0,73+0,01 0,66+0,02 0,72+0,04 0,73+0,02 0,724¢0,02  0,87+0,02
N +Fb 0,72+0,01 0,72+0,02 0,74+0,03 0,75+0,02 0,76+0,02 0,80+0,01 0,72+0,01  0,84+0,01
K 1,73+0,02 1,80+0,0' 1,68+0,01 1,82+0,06 1,65+0,04 1,83+0,07 1,7440,05  1,87+0,09
M 1,75+0,03 1,84+0,05 1,65+0,04 1,98+0,05 1,74+0,03 1,84+0,05 1,6040,09  1,85+0,05
N 1,72+0,04 2,13+0,07 1,66+0,04 2,09+0,07 1,64+0,05 1,78+0,07 1,68+0,05  1,93+0,09
M + Fb 1,68+0,07 1,79+0,05d 1,70£0,04 1,86+0,05 1,67+0,03 1,88+0,06 1,7740,05  1,90+0,04
N + Fb 1,53+0,02 1,76+0,09 1,74+0,05 1,94+0,06 1,7240,04 1,79+0,05 1,70+0,06  1,87+0,05
TPC (mg EFK/g s.m.)
K 24,3+1,3 19,1+0,4 21,5+0,5 18,0+0,5 23,0£2,1 16,8+0,6 19,0+1,2 18,9+0,7
M 28,4122 19,840,2 15,240,1 17,840,1 30,3+1,3 21,0+1,0 28,0+1,1 21,7+0,9
N 28,7+0,7 17,940,7 17,540,7 26,7+1,3 29,5+2,5 24,1+1,0 33,1+2,0 27,4+0,1
M + Fb 26,0+2,3 25,540,9 18,310,1 11,240,5 38,8+1,0 24,314 27,8+2,3 25,1+1,64
N + Fb 26,1+0,6 25,2+1,8 21,1+1,0 15,2+0,6" 38,3+0,9 24,1+0,7 34,3+2,0 19,0+0,5
K 42,6+0,4 27,440,9 28,7+1,4 20,4+0,5 37,10,7 26,2+0,4 36,7+0,8 22,7+0,4
M 43,1+1,3 29,7+0,4 40,8+0,5 24,240,3 48,9+1,8 27,5+1,0 37,5+0,5 33,2+0,1
N 42,3+0,7 27,0£1,9 34,8+0,1 28,440,3 44,3+0,5 24,610,9 40,2+1,1 24,2+0,3
M +Fb 40,4+0,8 28,610,5 41,8+0,8 27,9+1,9 37,4+0,6 27,0£0,4 42,7+2,0 30,5+1,7°
N+ Fb 36,6+0,8 27,510,2 35,5+0,6 26,3+1,7 36,5+2,6 27,3+1,1 44,5+1,1 20,4+0,5
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Tabela 9. Nastavak

Rezultati

ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
GSH (nmol/g s.m.)

K 221,3+19,5 436,8+15,6 178,6+24,8  297,9+11,6  224,2+14,6 323,7+9,0 321,3+18,1 319,6+14,5
< M 177,8+7,5 352,9+13,0 523,0+10,9 282,0+8,7 323,3+£22,0 325,7+14,2  238,3+24,0 275,9+13,2
SN 203,4+8,6" 365,4+8,7 538,2+14,0  313,1+145  136,5%17,5 294,8+5,8 478,6£7,9  314,9+51
~— M+Fb 415,5+19,2 337,1+4,3 439,2+35,5 311,2+9,6 269,5+29,2 272,6+7,7 587,4+9,9 337,431

N+Fb 669,1+43,4 346,6+9,6 361,3+15,7  314,5+14,4 160,6+5,9 321,6+7,3 535,4+19,0 288,6+11,2

K 827,245,1 878,5+25,1 470,3+25,4 606,9+6,9 350,1+12,3 537,7+8,8 371,1+27,9 881,1+14,4
< M 383,2+10,7 745,6+21,7 675,3+22,3  859,2+24,6 249,4+4.5 685,0+15,0  526,2+15,3  776,7+9,7
SN 366,1+28,2 557,3+32,0 178,8424,3  522,2+13,2  308,1+20,9*  421,5+37,0  297,4+10,2 750,9+20,4
= M+Fb 536,9+4,5 785,3+£32,0 170,6+27,9  978,7+18,8  696,7+12,4 602,3+6,0 497,6£11,5 736,3%+2,2

N +Fb 638,8+19,7 661,4+23,1 285,8+14,1  780,0£12,6  587,6%+13,5 603,6+29,2  461,1+12,4 767,7+9,1
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Rezultati

4.2. Sadrzaj fitohemikalija u zrnu

Analiza varijanse pokazala je da su hibrid (H), godina (G) i tretman (T) kao i njihove
interakcije (G x H; G x T; Hx T; G x H x T) imale statisticki znacajan uticaj (p < 0,05) na promene
u sadrzaju ispitivanih fitohemikalija (karotenoidi, slobodne fenolne kiseline, vitamin E, Seceri, TPC,
GSH i DPPH") u zrnu &etiri hibrida zrna kukuruza Secerca (Prilog 3). Sadrzaj ispitivanih
fitohemikalija u obe faze u listu varirao je u zavisnosti kako od primenjenog tretmana tako i od
vegetacione sezone. Shodno tome, radi bolje preglednosti rezultata, prokomentarisani ¢e biti samo
oni hibridi kod kojih je tokom obe godine zabelezen isti statisticki znacajan trend (povecéanje ili
smanjenje sadrzaja fitohemikalija) nakon primenjenog tretmana u poredenju sa kontrolom ili u
poredenju sa ¢istim herbicidom (kada se posmatra kombinacija herbicida i folijarnog dubriva).

4.2.1. Sadrzaj karotenoida

Sadrzaj ispitivanih karotenoida nakon svih primenjenih tretmana u toku obe godine prikazan
je u Tabeli 10, a hromatogram na Slici 12. Sadrzaj karotenoida u kontrolnim uzorcima pretezno je
bio manji u 2017. godini u poredenju sa 2016. godinom. Najveéi sadrzaj L + Z tokom obe godine
ispitivanja u kontrolnom tretmanu zabelezen je kod hibrida ZP515su (37,53 pg/g s.m. i 29,47 pg/g
s.m.), dok je sadrzaj f-karotena varirao po hibridima i sezonama. U kontrolnom tretmanu, u toku
2016. godine ZP504su je pokazao najveci sadrzaj f-karotena (0,92 pg/g s.m.) a u toku 2017. godine
hibrid ZP553su (1,01 pg/g s.m.).

4.2.1.1. Sadrzaj karotenoida nakon primene herbicida

Sadrzaj L + Z bio je znacajno povecan nakon primene mezotriona kod ZP504su i ZP553su,
(Tabela 10). Nakon primene nikosulfurona, sadrzaj L + Z bio je znac¢ajno veci kod hibrida ZP355su,
obrnuto od hibrida ZP515su. Nakon primene oba herbicida doSlo je do znacajnog povecéanja
sadrzaja f-karotena kod hibrida ZP504su i ZP355su, dok je kod hibrida ZP515su zabelezen
suprotan trend (Tabela 10).

4.2.1.2. Sadrzaj karotenoida nakon primene herbicida i folijarnog dubriva

Kombinacija M + FD dovela je do znacajnog povecanja sadrzaja L + Z kod svih hibrida u
poredenju sa kontrolom (Tabela 10). lzuzetak je hibrid ZP355su, kod kojeg primenjeni tretman nije
imao znacajan uticaj. Tretman M + FD uticao je na znafajno povecanje sadrzaja fS-karotena kod
hibrida ZP504su i ZP553su u poredenju sa kontrolom. Nakon primene tretmana N + FD. znacajno
povecanje sadrzaja L + Z zabelezeno je kod hibrida ZP504su u poredenju sa kontrolom, suprotno
od hibrida ZP515su. Tretman N + FD pokazao je znacajan uticaj na povecanje sadrzaja f-karotena
kod hibrida ZP504su, obrnuto od hibrida ZP553su u poredenju sa kontrolom (Tabela 10).
Kombinacija M + FD povecala je sadrzaj L + Z kod ZP504su i ZP515su u poredenju sa
mezotrionom. Primenjeni tretman M + FD znacajno je povecao sadrzaj f-karotena kod hibrida
ZP553su i ZP515su u poredenju sa mezotrionom. Kombinacija N + FD dovela je do povecanja
sadrzaja L + Z kod ZP553su u poredenju sa nikosulfuronom. Suprotan trend zabeleZen je kod
hibrida ZP355su. Kombinacija N + FD znafajno je povecéala sadrzaj fS-karotena kod hibrida
ZP504su, suprotno od hibrida ZP355su, u poredenju sa nikosulfuronom (Tabela 10).
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Rezultati
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Slika 12. Hromatogram ispitivanih standarda karotenoida (a) i profil karotenoida u zrnu (b)
na talasnoj duzini od 450 nm. Pik 1 - Lutein + zeaksantin, pik 2 — s-Karoten.
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Tabela 10. Sadrzaj karotenoida (ug/g s.m.) nakon primenjenih tretmana u zrnu Cetiri testirana hibrida.

Rezultati

ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
Tretman 2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
Lutein + Zeaksantin
K 24,2+0,7™ 26,2+0,4 17,9+0,2° 11,1+0,4" 24,7+1,0™ 19,2+0,8™ 37,5+0,6° 29,5+0,3"
M 38,6+0,9% 35,3+0,8° 17,40, 8° 6,9+0,1 30,8+1,29" 24,7+0,4™ 32,8+0,3" 31,9+0,3"
N 22,4+0,8" 30,8+0,5%" 28,9+0,4! 20,1+0,4% 20,5+0,5° 15,9+0,9" 24,9+0,3™ 23,9+0,1™
M + FD 42,4+0,9" 39,3+1,2° 18,0+0,6" 10,7+0,4" 28,6+1,0 26,0+0,3" 43,960,6° 35,1+0,4°
N + FD 39,3+0,4° 28,6+0,9’ 18,8+0,1% 15,60,4" 39,4+0,7° 19,9+0,9° 30,1+0,4" 20,6+0,2°
[S-karoten
K 0,53+0,03" 0,92+0,04! 0,52+0,01° 0,45+0,02" 0,91+0,01 1,01+0,04' 0,52+0,06%  0,32+0,01""
M 1,27+0,02 2,35+0,06" 0,60+0,04" 0,76+0,03" 0,91+0,00% 1,43+0,05° 0,36+0,01" 0,23+0,02"
N 0,69+0,02° 1,230,029 0,77+0,01" 1,02+0,06' 0,85+0,02"™ 0,65+0,08% 0,23+0,01" 0,28+0,00™
M + FD 1,30+0,03 2,830,060  0,30+0,01"W  0,59+0,01° 1,160,02" 1,69+0,01¢ 0,47+0,03“  0,54+0,03%°
N+ FD 0,86+0,05K™ 1,87+0,05° 0,55+0,01%°  0,84+0,03" 0,65+0,03% 0,71+0,07™ 0,58+0,05% 0,23+0,01*
Y karotenoidi

K 24,8+0,8™ 27,1+0,4% 18,4+0,2" 11,5+0,45 25,7+1,0 20,3+0,9™ 38,0+0,7¢ 29,8+0,3'
M 39,8+0,9° 37,7+0,9¢ 18,0+0,8° 7,63+0,1 31,7+1,2%" 26,2+0,4 33,2+0,3f 32,1+0,3%
N 23,1+0,8° 32,0+0,5™ 29,610,5' 21,1+0,4° 21,4+0,6 16,610,8' 25,2+0,3'™ 24,2+0,1™
M + FD 43,740,9° 42,1+1,3° 18,30,7" 11,3+0,4" 29,8+1,0' 27,7+0,3! 44.,4+0,6° 35,64+0,4°
N+ FP 40,2+0,3° 30,5+0,9" 19,3+0,2% 16,4+0,4" 40,0+0,7° 20,6+1,0° 30,7+0,4" 20,8+0,2°

Razlicita slova oznacavaju postojanje statisticki znacajne razlike (Fisher’s LSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05) izmedu posmatranih parametara za interakciju G x H x T.
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Rezultati
4.2.2. Sadrzaj tokoferola i tokotrienola

Sadrzaj ispitivanih tokotrienola, tokoferola i ukupnog vitamina E, nakon svih primenjenih
tretmana u toku obe godine, prikazan je u Tabeli 11, dok je hromatogram tokotrienola i tokoferola
prikazan na Slici 13. Najve¢i sadrzaj tokotrienola: 4-T3, f+y-T3 1 a-T3, u kontrolnim uzorcima
imali su ZP504su (0,45ug/g s.m.), ZP553su (25,96 ug/g s.m.) i ZP355su (6,76 ug/g s.m.),
respektivno, u toku 2016. godine. Tokom 2017. godine najveéi sadrzaj 6-T3, f+y-T3 i a -T3 u
kontrolnim uzorcima, zabeleZen je kod hibrida ZP553su (0,97 pg/g s.m.), ZP504su (11,68 pg/g
s.m.) i ZP515su (3,77 pg/g s.m.). Tokom 2016. godine, u kontrolnim uzorcima, najveéi sadrzaj o-T
zabeleZen je kod ZP553su (0,83 nug/g s.m.), dok je najveci sadrzaj f+y-T i a-T imao hibrid ZP355su
(20,06 pg/g s.m. i 9,48 ug/g s.m., respektivno). Najveci sadrzaj o-T, f+y-T, 1 a-T u kontrolnim
uzorcima tokom 2017. zabelezen je kod ZP355su (0,74 pg/g s.m.), ZP515su (11,51 ug/g s.m.) i
ZP553su (3,15 pg/g s.m.). Najveéi ukupan sadrzaj vitamina E (tokotrienoli + tokoferoli) u
kontrolnim uzorcima tokom 2016. i 2017. godine zabelezen je kod ZP355su (59,79 pg/g s.m.) i
ZP515su (30,09 pg/g s.m.), respektivno.
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Slika 13. Hromatogram standarda ispitivanih tokoferola i tokotrienola (a) i njihov profil u zrnu (b).
Pik 1 — o-Tokotrienol; pik 2 - + y-Tokotrienol; pik 3 — a-Tokotrienol; pik 4 — 5-Tokoferol; pik 5 —
S + y-Tokoferol i pik 6 — a-Tokoferol.
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Tabela 11. Sadrzaj tokoferola i tokotrienola (pg/g s.m.) nakon primenjenih tretmana u zrnu Cetiri testirana hibrida.

Rezultati

ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su

Tretman 2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
o-Tokotrienol (6-T3)
K 0,45+0,04° 1,0+0,1% 0,27+0,04" 0,87+0,07%" 0,37+0,02¢ 0,97+0,08¢ 0,18+0,03"  0,93+0,06%"
M 1,1+0,1° 1,03+0,09°  0,89+0,04°"  0,59+0,06™ 0,25+0,05° 0,88+0,03"" 0,15+0,02"  0,62+0,05™
N 0,56+0,04™ 0,32+0,02"  0,65+0,07" 0,49+0,02°  0,14+0,01""" 0,86+0,03" 0,13+0,01""  0,70+0,04
M + FD 0,64+0,07™ 0,75+0,04! 1,54+0,02° 0,93+0,03%%  0,23+0,03%  0,89+0,04°™"  0,16+0,02" 0,65+0,07¢
N +Fb 0,16+0,02" 1,04+0,07™ 0,74+0,01 0,47+0,03" 0,45+0,02° 0,83+0,08' 0,1440,02""%  0,51+0,05%
f + y-Tokofotrienol (5+y-T3)
K 20,7+0,1' 11,7+0,1% 22,5+0,1' 9,87+0,04¢ 26,0+0,1° 10,6+0,17 20,1+0,1" 11,5+0,17
M 20,5+0,1™ 8,85+0,05% 21,3+0,1 8,7+0,1" 24,0+0,19 17,93+0,02" 17,9+0,1" 8,30,1¥
N 19,6+0,1° 14,9+0,1" 22,4+0,1 12,8+0,1" 26,5+0,1° 16,41+0,06° 15,6+0,1" 9,16+0,05"
M + FD 22,8+0,1" 10,65+0,05" 15,4+0,1" 8,4+0,1 24,7+0,1° 11,58+0,05" 18,5+0,1¢ 11,44+0,03*
N+ FD 19,4+0,1° 9,840,1° 24,1+0,1f 11,1+0,1* 24,9+0,1° 10,3+0,1% 44,00,1° 8,7+0,9"
a-Tokotrienol (a-T3)

K 3,46+0,03" 2,17+0,02" 6,8+0,1¢ 3,55+0,03° 3,78+0,02" 2,85+0,02° 6,4+0,1" 3,77+0,04"
M 5,620,1' 2,09+0,02Y 5,410,1 3,16+0,03¢ 6,58+0,09° 4,76+0,05 2,45+0,02" 5,97+0,05¢
N 7,70,1° 2,030,017 5,70,1" 3,48+0,02° 4,7+0,1' 2,58+0,01" 2,20+0,02" 4,33+0,03™
M+ FD 5,620,1" 2,45+0,01" 12,5+0,1° 2,73+0,04" 4,7+0,1¢ 1,95+0,01% 3,05+0,04" 5,29+0,06’
N+ FD 6,0+0,1¢ 2,11+0,01Y  7,59+0,03° 3,60+0,02° 5,97+0,03¢ 3,15+0,03¢ 5,56+0,07' 4,39+0,04™

Razli¢ita slova oznadavaju postojanje statisticki znacajne razlike (Fisher’s LSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05) izmedu posmatranih parametara za interakciju G x H x T.
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Tabela 11. Nastavak

Rezultati

ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
Tretman 2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
o-Tokoferol (5-T)
K 0,15+0,04" 0,36+0,01®  0,75+0,03""  0,74+0,04" 0,83+0,02f 0,69+0,01% 0,81+0,02" 0,72+0,08"
M 0,34+0,03% 0,84+0,02f 0,72+0,03" 0,53+0,03' 0,79+0,05°"  0,71+0,01" 0,26+0,03¢ 0,63+0,05
N 0,35+0,01®°  0,43+0,02™  0,80+0,06™"  0,94+0,02%  0,39+0,09™ 0,50+0,04' 1,27+0,08" 0,90+0,05°
M + FD 0,51+0,08' 0,96+0,02¢ 0,76+0,02°"  0,48+0,03"™ 1,33+0,02° 0,98+0,04¢ 1,11+0,04° 0,93+0,04d°
N +FD 0,30+0,00™ 0,54+0,04' 0,79+0,02%" 1,23+0,03" 0,54+0,05' 0,40+0,01™ 0,98+0,03¢ 1,29+0,07%°
[ + y-Tokoferol (5+y-T)
K 8,2+0,1% 7,97+0,05° 20,1+0,1° 6,98+0,03% 10,00+0,05" 6,2+0,1" 12,7+0,1™ 11,51+0,04°
M 13,4+0,1' 11,0+0,1¢ 19,7+0,1° 4,5+0,1" 9,1+0,1" 7,420,1° 7,620,1° 2,97+0,03"
N 10,4+0,1" 6,5+0,1 23,5+0,1° 9,0+0,1* 15,3+0,1' 23,040,1° 10,2+0,1° 8,610,1
M+FD  16,10+0,02"  13,63+0,05  17,30+0,05° 7,0£0,1° 11,91+0,04°  8,82+0,05Y 9,43+0,05 11,39+0,03"
N+ FPb 9,620,1" 7,840,1¢ 29,30+0,05° 12,5+0,1" 14,2+0,1) 18,2+0,1" 13,38+0,03' 8,7+0,1
a-Tokoferol (a-T)
K 2,06+0,09° 1,53+0,01% 9,48+0,07° 2,15+0,00° 3,89+0,01¢ 3,15+0,03 2,48+0,04" 1,70+0,02"
M 3,28+0,04/ 2,41+0,01" 5,16+0,07" 2,10+0,07% 3,51+0,10' 2,98+0,08' 1,21+0,01" 1,52+0,01%
N 1,790,049 1,03+0,01* 12,65+0,01° 2,98+0,02' 1,38+0,03" 1,21+0,01" 2,90+0,03' 1,42+0,01%
M + FD 3,58+0,07' 2,70+0,02™ 6,46+0,02¢ 1,60+0,03° 3,76+0,05" 2,63+0,06™ 1,52+0,02% 3,94+0,049
N+ FD 2,06+0,03" 1,02+0,07 15,74+0,03%  3,68+0,08" 2,40+0,06" 1,49+0,06" 3,51+0,05' 5,38+0,05°
Vitamin E
K 35,0+0,3° 24,7+0,1" 59,8+0,4¢ 24,2+0,2° 44,8+0,2! 24,5+0,1" 42,7+0,4 30,1+0,3"
M 44,2+0,2" 26,3+0,84* 53,2+0,4' 19,5+0,2¢ 44,2+0,5% 34,7+0,5 29,6+0,2" 20,0+0,3"
N 40,4+0,3" 25,2+0,9% 65,57+0,2° 29,7+0,2" 48,5+0,4" 44.6+0,5 32,3+0,3" 25,1+0,2%
M + FD 49,3+0,4° 31,2+0,2" 54,0+0,3° 21,2+0,1° 46,6+0,3' 26,9+0,8” 33,8+0,21' 33,640,3"
N+ FD 37,4+0,3" 22,3+0,2¢ 78,3+0,1% 32,6+0,5° 48,5+0,3" 34,4+0,6" 67,5+0,27° 28,9+0,4"

Razlicita slova oznacavaju postojanje statisticki znacajne razlike (Fisher’s LSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05) izmedu posmatranih parametara za interakciju G x H x T.
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Rezultati
4.2.2.1. Sadrzaj tokoferola i tokotrienola nakon primene herbicida

Nakon primene mezotriona i nikosulfurona doslo je do znafajnog smanjenja sadrzaja J-T3 |
a-T kod hibrida ZP553su (Tabela 11). Oba herbicida dovela su do znacajnog smanjenja J-T3, f+y-
T3 i p+y-T kod ZP515su. Mezotrion je doveo do znacajnog poveéanja sadrzaja svih tokoferola i J-
T3, kod hibrida ZP504su. Kod istog hibrida, nikosulfuron doveo je do znacajnog povecanja sadrzaja
o0-T i znacajnog smanjenja a-T. Nikosulfuron je doveo do znacajnog povecanja sadrzaja f+y-T i a-T
kod hibrida ZP355su i smanjenja odnosno povecanja sadzaja J-T i f+y-T kod hibrida ZP553su
(Tabela 11).

4.2.2.2. Sadrzaj tokoferola i tokotrienola nakon primene herbicida i folijarnog dubriva

Tretman M + FD kod hibrida ZP504su je doveo do znacajnog porasta sadrzaja a-T3 i svih
tokoferola u poredenju sa kontrolom (Tabela 11). Isti tretman kada se uporedi sa mezotrionom,
takode je znaCajno uticao na povecanje sadrzaja pomenutih fitohemikalija . Tretman M + FD kod
ZP355su doveo je do znacajnog smanjenja sadrzaja a-T i f+y-T3 u poredenju sa kontrolom. Kada
se isti tretman uporedi sa mezotrionom belezi se znacajan porast o-T (Tabela 11). Tretman N + FD
pokazao je povecanje sadrzaja a-T3, f+y-T i smanjenje sadrzaja f+y-T3, 6-T, a-T, kod hibrida
ZP553su u poredenju sa kontrolom. Kada se isti tretman uporedi sa nikosulfuronom kod istog
hibrida belezi se znacajno poveéanje sadrzaja a-T. Nakon primene N + FP kod hibrida ZP515su
primecen je znacajno veci sadrzaj a-T 1 6-T u poredenju sa kontrolom. U poredenju istog tretmana i
nikosulfurona kod istog hibrida, zabelezen je znacajan porast sadrzaja o-T (Tabela 11).

4.2.3. Sadrzaj slobodnih fenolnih kiselina

Sadrzaj slobodnih i ukupan sadrzaj fenolnih kiselina, nakon svih primenjenih tretmana u
toku obe godine, prikazan je u Tabeli 12, dok je hromatogram fenolnih Kkiselina prikazan na Slici
14. Najvec¢i ukupan sadrzaj fenolnih kiselina tokom 2016. i 2017. godine u kontrolnim uzorcima,
zabeleZen je kod hibrida ZP553su (73,94 i 80,86 ug/g s.m., redom). Najvec¢i sadrzaj protokatehinske
kiseline u kontrolnim uzorcima pokazao je ZP553su (29,73 pg/g s.m.) u 2016. godini i ZP504su
(36,69 pg/g s.m.) u 2017. godini. Hibridi ZP355su (1,46 ng/g s.m.) i ZP553su (1,50 pg/g s.m.) imali
su najvec¢i sadrzaj kofeinske kiseline u toku 2016. i 2017. godine, respektivno. U kontrolnim
uzorcima najve¢i sadrzaj p-kumarinske kiseline zablezen je kod ZP515su (9,21 pg/g s.m.) i
ZP553su (23,76 ug/g s.m.) u 2016. i 2017. godini, respektivno. Najveci sadrzaj cimetne kiseline
zabeleZen je kod ZP515su (3,72 ug/g s.m.) i ZP355su (5,67 ug/g s.m.) tokom 2016. i 2017. godine,
respektivno (Tabela 12). Najvec¢i sadrzaj ferulinske kiseline tokom obe godine u kontrolnim
uzorcima pokazao je ZP515su (26,67 123,28 ug/g s.m.). Sli¢no, tokom obe godine hibrid ZP553su
imao je najveci sadrzaj sinapinske kiseline (22,71 1 5,64 ug/g s.m.).
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Slika 14. Hromatogram standarda ispitivanih fenolnih kiselina pri razli¢itim talasnim duzinama (a) i
njihov profil u zrnu (b) na talasnoj duzini od 260 nm. Pik 1 — protokatehinska kiselina; pik 2 —
kofeinska kiselina; pik 3 — sinapinska kiselina; pik 4 — p-kumarinska kiselina; pik 5 — ferulinska
Kiselina i pik 6 — cimetna kiselina.

4.2.3.1. Sadrzaj slobodnih fenolnih kiselina nakon primene herbicida

Nikosulfuron je doveo do znaCajnog poveéanja sadrzaja protokatehinske i sinapinske
kiseline kod hibrida ZP515su (Tabela 12). Povecanje sadrzaja kofeinske, p-kumarinske i cimetne
kiseline nakon primene mezotriona primeceno je kod ZP504su. Mezotrion je u hibridu ZP355su
doveo samo do znacajnog povecanja sadrzaja protokatehinske kiseline, u odnosu na ostale
ispitivane fenolne Kiseline (Tabela 12). U istom hibridu nikosulfuron je doveo do znacajnog
povecanja sadrzaja kofeinske, p-kumarinske, ferulinske i cimetne kiseline. Kod hibrida ZP553su
nakon primene mezotriona zabelezen je znacajno veci sadrzaj protokatehinske kiseline i ujedno
smanjenje sadrzaja p-kumarinske i sinapinske kiseline. Nikosulfuron je kod hibrida ZP553su doveo
do povecanja sadrzaja kofeinske i smanjenja p-kumarinske Kkiseline. Mezotrion kod ZP515su
znacajno je povecao sadrzaj protokatehinske, kofeinske i ferulinske kiseline. U istom hibridu,
nikosulfuron doveo je do znacajnog porasta sadrzaja Samo protokatehinske kiseline. (Tabela 12).
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Rezultati
4.2.3.2. Sadrzaj slobodnih fenolnih kiselina nakon primene herbicida i folijarnog dubriva

Kombinacija M + FD dovela je do znacajnog povecanja u sadrzaju svih ispitivanih fenolnih
kiselina u hibridu ZP504su u poredenju sa kontrolom (Tabela 12). Kod hibrida ZP355su
kombinacije M + FP i N + FD dovele su do povecanja sadrzaja kofeinske i sinapinske kiseline. Kod
istog hibrida nakon primene M + FD zabelezen je porast sadrzaja protokatehinske i p-kumarinske
kiseline, dok je kombinacija N + FD dovela do smanjenja sadrzaja protokatchinske i porasta
sadrzaja ferulinske Kiseline (Tabela 12). Porast protokatehinske i ferulinske i ujedno smanjenje
sadrzaja cimetne i sinapinske kiseline nakon tretmana M + FDP zabelezeno je kod ZP553su.
Kombinacija N + FD kod istog hibrida dovela je do znafajnog povecanja sadrzaja ferulinske i
cimetne kiseline i do smanjenja sadrzaja kofeinske i p-kumarinske kiseline, u poredenju sa
kontrolom. Kod hibrida ZP515su zabelezeno je znacajno povecanje u sadrzaju svih ispitivanih
fenolnih kiselina, sem sinapinske i to nakon primene tretmana N + FD (Tabela 12).

Kombinacija M + FDP dovela je do znaCajnog povecanja sadrzaja ferulinske i cimetne
kiseline u poredenju sa mezotrionom kod ZP504su (Tabela 12). Kod istog hibrida, kombinacija N +
FD kada se uporedi sa nikosulfuronom, dovela je do znac¢ajnog povecanja sadrzaja cimetne 1 ujedno
do smanjenja sadrzaja sinapinske i kofeinske kiseline. Znacajno veci sadrzaj p-kumarinske i
sinapinske kiseline nakon primene M + FD u poredenju sa mezotrionom, zabeleZen je kod hibrida
ZP355su. Tretman N + FP kod ZP355su pokazao je znacajno povecanje sadrzaja ferulinske i
sinapinske kiseline i znaajno smanjenje u sadrzaju protokatehinske Kkiseline u poredenju sa
nikosulfuronom (Tabela 12). Nakon primene M + FD kod hibrida ZP553su, zabelezen je veci
sadrzaj protokatehinske, p-kumarinske i1 ferulinske kiseline kao i1 smanjenje sadrzaja cimetne
kiseline u poredenju sa mezotrionom. Kombinacija N + FD znacajno je povecala sadrzaj sinapinske
i smanjila sadrzaj kofeinske Kiseline kod ZP553su u poredenju sa nikosulfuronom (Tabela 12). Kod
hibrida ZP515su zabeleZzen je znacajan porast u sadrzaju protokatehinske, ferulinske i cimetne
kiseline nakon primene N + FP u poredenju sa nikosulfuronom. Kod istog hibrida, kombinacija M

+ FD dovela je do znacajnog veceg sadrzaja samo cimetne kiseline u poredenju sa mezotrionom
(Tabela 12).
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Tabela 12. Sadrzaj slobodnih fenolnih kiselina (ng/g s.m.) nakon primenjenih tretmana u zrnu Cetiri testirana hibrida

Rezultati

ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
Protokatehinska kiselina
K 20,4+0,5" 36,7+0,8™" 22,3+0,6" 29,1+1,0' 29,7+0,7' 27,6£0,7™ 17,8+0,5° 15,9+0,2"
M 38,6+0,8° 36,6+0,4%" 26,2+0,4" 39,8+1,01 37,2+0,8™ 43,4+1,0° 36,52+0,9%"  27,3+0,8"
N 22,3+0,5¢ 31,2+1,1 20,2+1,6" 32,741,3 36,0+0,8" 24,6+0,6° 19,8+1,1" 19,8+0,3"
M+ FD 36,2+1,0" 42,1+0,2° 27,3+0,7™ 39,9+0,2¢ 33,0£0,7 48,4+1,3° 17,5+1,2° 27,3+0,4™
N + FD 22,8+0,6™ 37,6+0,5 17,4+0,3° 27,6+0,9™ 29,2+0,7' 33,2+0,8 34,5+0,2' 23,6+0,7%
Kofeinska kiselina
K 1,11+0,03" 0,56+0,01" 1,460,04" 1,23+0,03" 1,050,02Y 1,50+0,04/ 1,08+0,03*  0,29+0,04™
M 1,69+0,04' 1,04+0,02 1,89+0,05° 1,20+0,03" 1,02+0,02¢ 1,49+0,04* 1,28+0,09°  0,92+0,01"
N 0,81+0,02" 0,41+0,00" 2,27+0,09° 1,31+0,03" 1,33+0,03¢ 1,71+0,04" 0,66+0,05°  0,99+0,02°
M + FD 1,37+0,04° 1,460,04™ 1,850,05 1,95+0,05¢ 0,82+0,02% 1,7240,05°  1,02+0,02°  1,10+0,01"
N+ FPb 0,95+0,02¢ 0,81+0,02" 1,97+0,04° 1,47+0,04' 0,41+0,01 1,41+0,03° 2,33+0,03*  0,94+0,04°
p-Kumarinska kiselina
K 4,92+0,029 9,89+0,03™  7,59+0,03" 9,70+0,03° 8,26+0,03" 23,8+0,1° 9,2+0,1¢ 5,7+0,1"
M 10,9+0,1) 11,37+0,05"  4,68+0,02" 11,16+0,07' 6,59+0,02 11,650,049 8,9+0,1° 7,1+0,1
N 5,68+0,02" 10,62+0,06" 8,75+0,03' 10,02+0,04’ 6,45+0,02" 19,6+0,1° 5,9+0,1¢ 7,43+0,05"
M + FD 9,0£0,1" 12,00£0,08"  9,52+0,04 15,51+0,08° 9,84+0,03"  12,69+0,05°  6,64%0,04°  7,15+0,02"
N+ FDP 5,80+0,02° 9,21+0,03¢ 7,36+0,02¢  13,42+0,09° 6,45+0,02" 19,7+0,1° 9,94+0,02™  6,29+0,05°
Ferulinska kiselina

K 11,80+0,01% 19,0+0,2 11,89+0,05" 16,8+0,2" 10,31+0,01'  17,240,3™ 26,7+0,4° 23,3+1,29"
M 15,8+0,1 17,4%0,2™ 11,17+0,03° 21,9+0,3' 10,32+0,01" 16,7+0,2" 27,6+1,1° 27,3+0,3"
N 12,0+0,1¢ 19,0+0,2¢ 14,7+0,4° 23,1+0,3" 10,48+0,01" 18,4+0,3% 20,8+0,16’ 23,7+0,5°
M + FD 16,67+0,02" 21,02+0,4’ 12,12+0,1¢ 20,6+0,3 11,40+0,02" 18,5+0,2" 26,0+0,4¢ 23,5+0,7%"
N+ FP 10,57+0,01" 18,7+0,2" 15,7+0,1° 25,4+0,2° 11,85+0,02% 18,2+0,2' 29,5+0,3° 24,8+0,4'

Razligita slova oznacavaju postojanje statisti¢ki znac¢ajne razlike (Fisher’s LSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05) izmedu posmatranih parametara za interakciju G x H x T.
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Tabela 12. Nastavak

Rezultati

ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
Cimetna kiselina
K 2,18+0,05" 1,81+0,047  2,31+0,06" 5,67+0,07° 1,87+0,04° 5,3+0,1" 3,72+0,02  0,65+0,03"
M 2,740,1° 3,0£0,1¢ 2,50+0,06" 5,30+0,08 2,09+0,05Y 3,540,1" 3,14+0,05°  0,70+0,02%
N 2,32+0,06" 0,50+0,01°% 2,82+0,00" 7,30+0,03° 3,840,9 4,92+0,03¢ 3,64+0,01' 1,64+0,02"
M + FD 3,3+0,1° 4,20+0,09' 1,87+0,04% 9,78+0,09° 1,23+0,03°  2,31+0,06"Y  3,57+0,01™  2,16+0,04"
N+FDP 2,10+0,05% 1,19+0,03¢ 1,64+0,02" 8,84+0,01° 2,77+0,07" 5,94+0,06 4,620,1" 2,25+0,04"
Sinapinska kiselina
K 8,07+0,08" 3,440,1° 9,90+0,03" 3,8+0,1 22,7+0,1% 5,64+0,05"  12,31+0,01  3,13+0,03"
M 21,1+0,1° 2,51+0,01¢ 6,53+0,02" 4,5+0,1% 14,9+0,1" 3,44+0,02°  18,10+0,02° 2,620,1¢
N 14,040,1" 3,88+0,02" 4,93+0,04" 5,00,1" 13,50,1' 5,63+0,04" 8,6+0,1° 2,35+0,02°
M + FD 17,620,2¢ 5,87+0,05' 12,39+0,02 6,6+0,1" 14,1+0,1° 3,4%0,17 12,18+0,02'  3,64+0,02
N +FP 10,5+0,1™ 2,77+0,04° 13,247+0,1 6,1+0,1° 16,4+0,1° 7,2+0,1¢ 0,63+0,02"  3,31+0,03%
Y fenolne kiseline
K 48,5+0,7" 71,4+1,2™" 55,5+0,8" 66,4+0,7°" 73,90,9' 80,9+1,2" 70,8+1,1" 48,9+1,5"
M 90,7+1,2° 72,0+0,7™ 53,040,5 83,8+1,6 72,1+¢1,1™ 80,2+1,4" 95,5+2,2° 65,9+1,3%"
N 57,1+0,8" 65,6+1,4° 53,742,1 79,4+1,7" 71,6+1,0™ 75,4+1,1% 59,4+1,4" 55,9+0,9"
M+ FD 84,1+1,4" 86,6+0,3% 65,0+0,9° 94,4+0,3" 70,4+0,9° 87,1+1,8¢ 66,9+1,7" 64,8+1,2°
N+ FDP 52,8+0,8" 70,3+0,2° 57,3+0,5" 82,8+1,49 67,1+0,86" 85,6+1,2° 81,4+0,6" 61,2+1,2"

Razligita slova oznacavaju postojanje statisti¢ki znac¢ajne razlike (Fisher’s LSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05) izmedu posmatranih parametara za interakciju G x H x T.
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Rezultati

4.2.4. Sadrzaj Seéera

Sadrzaj u vodi rastvorljivih Seéera kao i njihov ukupan sadrzaj (zbir pojedinacno odredenih
Secera), nakon svih primenjenih tretmana u toku obe godine, prikazan je u Tabeli 13, dok je
odgovaraju¢i hromatogram prikazan na Slici 15. Kod hibrida ZP504su u kontrolnim uzorcima
zabelezen je najveéi sadrzaj trehaloze (2,00 mg/g s.m.), arabinoze (7,33 mg/g s.m.) i turanoze (11,56
mg/g s.m.) tokom 2016. godine. Kod istog hibrida, tokom 2017. primeéen je najveci sadrzaj sorbitola
(2,76 mg/g s.m.), turanoze (18,88 mg/g s.m.), izomaltotrioze (0,67 mg/g s.m.) i maltoze (42,17 mg/g
s.m.). Tokom 2016. godine ZP355su imao je najveci sadrzaj glukoze (73,03 mg/g s.m.), fruktoze
(45,97 mg/g s.m.), saharoze (91,12 mg/g s.m.), maltoze (27,61 mg/g s.m.) i panoze (2,84 mg/g s.m.),
dok je u 2017. imao najve¢i sadrzaj glukoze (56,64 mg/g s.m.), fruktoze (39,37 mg/g s.m.) i rafinoze
(117,42 mg/g s.m.). Tokom 2017. u hibridu ZP553su zabelezen je najveci sadrzaj panoze (0,79 mg/g
s.m.) i maltotrioze (12,55 mg/g s.m.). U kontrolnim uzorcima tokom 2016. najveci sadrzaj sorbitola
(20,91 mg/g s.m.), gentiobioze (0,55 mg/g s.m.), rafinoze (72,50 mg/g s.m.), izomaltotrioze (1,71 mg/g
s.m.) i maltotrioze (3,33 mg/g s.m.) pronaden je kod ZP515su. Kod istog hibrida u toku 2017.
zabelezen je najvec€i sadrzaj izomaltoze (18,40 mg/g s.m.), saharoze (86,49 mg/g s.m.) 1 gentiobioze
(2,17 mg/g s.m.). Najve¢i ukupan sadrzaj Sec¢era u kontrolnim uzorcima zabelezen je kod ZP355su
tokom obe godine (287,08 mg/g s.m., i 345,29 mg/g s.m., respektivno).
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Slika 15. Seéerni profil zrna. Pik 1 - Sorbitol; pik 2 - Trehaloza; pik 3 - Arabinoza; pik 4 - Glukoza; pik
5 - Fruktoza; pik 6 - Izomaltoza; pik 7 - Saharoza; pik 8 - Gentiobioza; pik 9 - Turanoza; pik 10 -
Izomaltotrioza; pik 11 - Maltoza; pik 12 - Rafinoza; pik 13 - Panoza i pik 14 - Maltotrioza.
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Tabela 13. Sadrzaj Secera (mg/g s.m.) nakon primenjenih tretmana u zrnu Cetiri testirana hibrida.

Rezultati

ZP504su ZP355sU ZP553su ZP515su
2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
Sorbitol
K 0,28+0,02°  2,76+0,02™  4,740,1"  2,48+0,02""  3,20+0,02X  2,16+0,02" 20,9+0,1 1,72+0,02"
M 1,1740,08%  1,99+0,02"  3,22+0,05¢  2,18+0,02 3,2+0,4% 3,46+0,04! 11,6+0,1¢ 2,43+0,02"
N 1,61+0,07%  2,03£0,01Y  1,70+0,02Y  2,54+0,01"  5,25+0,03°  2,45+0,01°™ 12,2+0,1° 0,74+0,03"
M+FPp 1,2240,04*  3,08+0,02' 3,960,04  2,15+0,03'  2,33+0,03"  3,17+0,01  11,08+0,04° 1,33+0,01Y
N+FP 2,41+0,08° 2,50+0,02"™ 1,55+0,02%  2,25+0,01° 7,830,047  2,20+0,02%  11,95+0,10° 0,90+0,01%
Trehaloza
K 2,00£0,029  0,98+0,07™  1,98+0,08° 12,0+0,1° 0,56+0,03¢ 1,2+0,1¥ 1,26+0,02% 1,34+0,02
M 0,48+0,06"  0,78+0,07°  1,49+0,08'  0,94+0,07™  0,45+0,08"  2,80+0,03° 0,27+0,03" 2,89+0,02¢
N 0,40+0,03°  0,45+0,02°  0,43+0,04"  0,66+0,03°  1,69+0,03"  2,03+0,08¢ 0,30+0,03" 2,37+0,01"
M+FDP 1,37#0,02  0,92+0,05"  1,11+0,07"  0,1840,01"  1,14+0,02' 1,48+0,07' 0,26+0,03" 0,13+0,04"
N+FP 1,68+0,04" 0,43+0,03® 1,2240,05  0,31+0,02'  2,42+0,06'  5,00+0,05° 0,22+0,04"™ 5,35+0,05"
Arabinoza
K 7,340,1° 0,51+0,04'  4,23+0,06" 1,4+0,1™ 4,70+0,03°  0,10+0,01% 0,97+0,02¢ 1,27+0,01"
M 3,71+0,04  0,60+0,05°  2,23+0,03'  0,45+0,05" 4,8+0,1 1,0+0,1¢ 0,07+0,01Y 0,50+0,04"
N 4,84+0,03"  0,74+0,04"  0,30+0,03"  0,70+0,03" 7,620,1° 1,10+0,04° 0,12+0,01 2,62+0,02
M+FD 157+0,1°  0,29+0,02"  3,88+0,04  1,44+0,02" 6,7+0,1¢ 1,17+0,05° 0,09+0,01 0,10+0,01
N+FP  3,94+0,04 1,440,1™  2,59+0,04¢  0,22+0,01%  6,63+0,04°  0,23+0,02"  0,09+0,01 0,15+0,01*
Glukoza

K 20,8+1,0%  48,7+0,6f  73,0+1,0° 56,6+1,7° 30,5+0,4" 43,9+0,5 30,7+0,9" 44,3+0,9
M 20,9+0,8"  30,0+1,3" 74,1+0,9°% 42,30,6% 33,8+0,6" 54,5+1,1° 47,6%0,5" 45,7+0,9'
N 22,60,2" 16,0+0,9°  26,70+0,8" 39,6+1,8' 49,0+0,7" 17,4+0,7" 48,2+1,1%" 43,4+1,2
M+FD  37,4+0,3" 23,1+1,2" 32,9+0,5¢ 42,1+1 4% 33,1+0,6™ 24,7+1,2" 18,71+0,6" 17,7+¢1,0Y
N+FP  385+0,9™  26,2+0,30"  47,7+0,3" 18,9+0,6* 36,5+0,6° 28,6+0,4° 24,8+0,4" 55,8+0,7¢

Razlicita slova oznacavaju postojanje statisticki znacajne razlike (Fisher’s LSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05) izmedu posmatranih parametara za interakciju G x H x T.
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Tabela 13. Nastavak

Rezultati

ZP504su ZP355sU ZP553su ZP515su
2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
Fruktoza
K 19,040,1" 30,2+0,9" 46,0+0,6" 39,4+1,9" 28,6+0,2™ 34,4+1,3" 27,2+0,5™ 28,7+0,3"M
M 28,1+0,5™ 22,0+2,0 47,60+0,7° 34,6+1,5" 27,9+0,5™ 58,8+0,8° 46,5+0,6 28,2412
N 29,7+0,7" 13,740, 7 18,6+0,2" 31,8+1,5 49,7+0,8° 17,7+0,7% 38,6+0,4 17,5+1,0
M + FD 33,7+0,9' 28,7+1,5" 42 5+0,4° 48,2+1,2° 26,2+0,4° 36,4+1,5° 13,5+0,2 15,6+0,7"
N + FD 35,0+1,0" 11,3+0,7" 24,3+0,4 14,1+0,9" 23,3+0,1" 26,9+1,3% 28,4+0,4™ 26,2+0,9°
Izomaltoza _
K 1,000,089 4,09+0,03° 8,63+0,07™  3,90+0,03° 0,06+0,02 6,35+0,05" 1,50+0,03 18,4+0,3
M 1,35+0,029" 57,1+2,3" 5,99+0,09" 58,1+1,9" 0,14+0,03% 34,5+0,9" 2,63+0,03" 22,140,4
N 0,14+0,01" 31,5+1,7¢ 1,95+0,02 11,5+0,5' 2,090,049 46,1+1,2° 1,42+0,02P" 17,1+1,0%
M + FD 1,060,029 40,5+0,7° 1,48+0,01"% 68,6+0,9° 0,26+0,04™ 51,2+1,0° 1,93+0,03" 16,4+1 5
N+ FP 0,11+0,01% 16,4+1,1 1,24+0,029" 19,3+1,3' 4,25+0,02° 9,39+0,94™ 1,06+0,019" 24,2+0,8"
Saharoza
K 66,9+0,8' 48,0+1,1" 91,1+1,9¢ 55,8+0,7¢ 82,9+1,2¢ 35,7+0,8" 58,4+1,7° 86,5+0,7°
M 46,4+1,3" 43,6+1,4" 49,1+1 4° 51,9+1,3" 93,5+1,5° 30,9+0,8° 42,0+1,1% 68,8+1,3"
N 37,9+1,07 64,310,7" 52,3+1,3" 72,70,8 83,4+0,7™ 78,5+0,6" 30,3+0,8° 76,310,6'
M + FD 41,1+1,3 61,5+0,6° 65,5+0,8™ 86,4+0,8° 48,6+1,4% 43,7+0,5" 23,4+1,0° 146,3+1,4°
N +FDb 44,7+1,2" 16,6+0,4 36,6+1,3% 4,61+0,1¢ 56,3+1,0" 83,8+1,0 28,6+1,1¢ 92,5+1,0°
Gentiobioza
K 0,380,031 1,16+0,02° 0,37+0,05¢ 1,14+0,01° 0,450,00° 1,25+0,02¢ 0,550,09™ 2,17+0,03
M 0,45+0,05 1,34+0,00° 0,34+0,05" 1,76+0,03° 0,52+0,09° 0,850,02 0,12+0,01" 0,61%0,01™
N 0,360,031 1,28+0,02% 0,1740,02"  1,02+0,02% 0,950,02" 1,22+0,02¢ 0,80+0,09" 0,66+0,05™
M +FP 0,21+0,03" 0,92+0,00' 0,15+0,02%  0,99+0,01%" 0,45+0,07" 0,79+0,02' 0,1940,03" 1,24+0,01¢
N + FP 0,22+0,02" 0,91+0,01" 0,33+0,05%  0,85+0,01 1,33+0,07° 0,94+0,03" 0,22+0,03" 1,07+0,03

Razlicita slova oznacavaju postojanje statisticki znacajne razlike (Fisher’s LSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05) izmedu posmatranih parametara za interakciju G x H x T.
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Tabela 13. Nastavak

Rezultati

ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
Rafinoza
K 18,3+0,2" 115,2+1,6° 18,4x02"  117,4+1,4° 14,9+0,1° 101,4+0,8" 72,5+0,93 72,620,82
M 17,5+0,2% 18,2+0,5"* 33,0+0,5° 47 440,5' 4,4+0,1" 28,7+0,3" 45,2+0,5 119,9+1,0°
N 7,640,17 56,7+1,7° 27,4+0,3° 40,8+0,5' 22,5+0,2" 36,80,3" 60,10,7" 39,3+0,9"
M+ Fb 18,9+0,3" 23,2+0,6' 22,1+0,2"Y 31,5+0,4° 5,4+0,1° 21,8+1,0" 45,1+0,6’ 17,5+0,5°
N +Fb 8,78+0,02° 17,6+0,97 11,3+0,2" 41,6+0,0% 22,7+0,1" 37,1+0,7" 49,7+0,7" 30,2+1,09
Turanoza
K 11,6+0,1" 18,9+0,1" 8,56+0,07t 16,0+0,1" 4,10+0,02" 16,0+0,1" 4,42+0,07% 15,4+0,2°
M 8,98+0,06° 17,010,2f 8,31+0,05" 17,3+0,2 22,96+0,02° 21,310,2‘_j 2,53+0,02° 20,410,2f
N 5,76+0,04" 18,4+0,1' 3,30+0,03" 16,2+0,1™ 14,5+0,1° 18,1+0,1! 3,50+0,04°¢ 18,2+0,1/
M + FD 11,930,049 24.6+0,1° 6,21+0,06* 20,3+0,3" 26,5+0,1° 19,9+0,1° 7,16+0,09" 21,2+0,2¢
N +Fb 5,81+0,06" 11,6+0,1" 3,25+0,05% 8,52+0,06" 20,6+0,1° 7,0+0,1" 4,66+0,06° 8,30+0,07"
Izomaltotrioza
K 0,1610,01? 0,67+0,05" 0,73£0,07° 0,430,04” 1,03+0,00° 0,45+0,04° 1,71+0,03° 0,51+0,06"
M 0,0710,01f' 0,22+0,02° 0,65+0,08' 0,64+0,07) 0,63+0,07¢ 0,560,06™ 2,53+0,02° 0,35+0,034
N 0,04+0,00" 0,63+0,03' 0,32+0,03" 0,26+0,01" 1,03+0,02¢ 0,65+0,03’ 0,21+0,02" 0,26+0,02"
M + Fb 0,09+0,01¢ 0,21+0,01% 0,27+0,03" 0,23+0,03Y 0,31+0,05° 0,20+0,01" 1,04+0,01° 0,14+0,02¢
N+ FD 0,11+0,01" 0,12+0,01¢ 0,08+0,01" 0,25+0,02 0,88+0,05 0,26+0,03" 2,75+0,04° 0,28+0,02"
Maltoza _

K 11,1+0,1" 42,2+1,8° 27,61+0,04% 36,2+1,6" 14,17+0,01° 34,140,9' 10,53+0,02" 24,410,7f
M 6,47+0,08" 45 5+1,3° 24,40+0,04' 43,7+1,1 18,77+0,03° 54.4+1,0° 17,050,02° 31,5+1,3
N 0,70+0,00w 44,3+1,0% 10,29+0,01° 43,2+0,6" 11,62+0,02" 51,1+0,6° 1,95+0,00" 21,0+0,9"
M +FD 5,58+0,08" 53,2+1,3¢ 22.38+0,02" 66,0+1,2° 16,97+0,03" 71,0£1,9° 20,72+0,03" 31,0£1,4'
N +Fb 0,80+0,01"" 36,2+0,1" 8.47+0,01" 43 4+1,0f9 24,99+0,01' 33,4415 13,14+0,02¢ 30,5+1,0’

Razlicita slova oznacavaju postojanje statisticki znacajne razlike (Fisher’s LSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05) izmedu posmatranih parametara za interakciju G x H x T.
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Tabelal3. Nastavak

Rezultati

ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
Panoza
K 1,09+0,09' 0,14+0,01¢ 2,84+0,04%  0,24+0,02 0,40+0,02" 0,79+0,06 0,25+0,04" 0,17+0,02"
M 3,41+0,04" 0,03+0,00" 2,39+0,047  0,046+0,005"  0,79+0,01° 0,02+0,00" 0,04+0,00% 0,02+0,00"
N 0,30+0,02" 0,01+0,00" 1,70+0,02¢ 0,44+0,02° 3,34+0,06° 1,12+0,04% 0,12+0,01¢ 1,07+0,06™
M + FD 1,41+0,02 0,56+0,03" 4,040,044  0,96%0,05" 1,64+0,02" 0,34+0,02" 0,14+0,02° 0,200,027
N +FD 0,61+0,07¢ 0,21+0,01" 2,41+0,04°  0,19+0,01% 1,450,08' 0,08+0,01" 0,34+0,04" 0,10+0,01°
Maltotrioza
K 0,89+0,07% 3,58+0,03¢ 1,30+0,02  3,43+0,03" 0,44+0,03" 12,55+0,08° 3,33+0,06' 8,00+0,09"
M 1,33+0,02 6,79+0,06° 1,08+0,02°  5,02+0,05° 1,22+0,03 1,36+0,01" 1,11+0,01" 1,6620,01"
N 0,26+0,02% 6,32+0,03¢ 0,41+0,04" 2,98+0,01' 0,20+0,03" 2,67+0,01™ 1,20+0,01% 2,52+0,02°
M + FD 0,29+0,04" 1,6610,01° 0,42+0,04%  2,66+0,04" 0,07+0,01" 1,50+0,01" 1,78+0,02¢ 1,99+0,02°
N+ FPb 0,33+0,04" 1,71+0,01" 0,57+0,09° 3,85+0,03" 0,10+0,01™ 3,10+0,03* 1,38+0,02" 3,14+0,03
Y Seceri

K 160,7+2,8" 315,618,2° 287,147,6°  345,3+9,5 184,5+4,3" 289,446,2° 223,7+19,1" 304,7+5,4¢
M 139,8+3,9" 244,2+10,5" 252,3+6,3 305,1+8,9¢ 211,4+5,3° 291,4+7,8° 213,4+10,8° 343,8+8,1°
N 111,3+3,2" 255,4+8,5" 144,6+4,0 263,3+7,7" 250,2+6,6 275,7+6,0™ 192,9+11,7¢ 243,1+6,4'
M + FD 169,3+4,0° 260,948,3" 204,945,0°  370,6+7,9° 168,4+4,5° 275,849,5% 139,5+10,5" 270,3+7,7°
N+ FD 141,745,1" 142,0+6,4" 140,8+3,6" 157,3%6,3 205,3+7,8" 236,9+7,7™ 161,3+11,2" 278,146,3'

Razlicita slova oznacavaju postojanje statisticki znacajne razlike (Fisher’s LSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05) izmedu posmatranih parametara za interakciju G x H x T.
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Rezultati
4.2.4.1. Sadrzaj Se¢era nakon primene herbicida

Kod hibrida ZP504su nakon primene mezotriona zablezeno je znacajno smanjenje sadrzaja
trehaloze, saharoze, turanoze, izomaltotrioze i povecanje nivoa maltotrioze. U ZP504su nikosulfuron je
doveo do znaCajnog smanjenja sadrzaja trehaloze, rafinoze, turanoze, izomaltotrioze i panoze.
ZnaCajno smanjenje u sadrzaju sorbitola, trehaloze, arabinoze, saharoze i panoze nakon primene
mezotriona zabelezeno je kod hibrida ZP355su. Nikosulfuron je kod ZP355su izazvao znacajno
smanjenje sadrzaja trehaloze, arabinoze, glukoze, fruktoze, gentiobioze, izomaltotrioze i maltotrioze.
Hibrid ZP553su je pokazao znaCajno povecanje sadrzaja arabinoze, glukoze, turanoze i maltoze i
ujedno smanjenje rafinoze nakon primene mezotriona. Kod istog hibrida uo¢eno je znacajno povecanje
sadrzaja sorbitola, arabinoze, izomaltoze, turanoze, panoze i smanjenje rafinoze i maltotrioze nakon
primene nikosulfurona. Mezotrion je kod hibrida ZP515su doveo do znaajnog smanjenja sadrzaja
arabinoze, saharoze, panoze, gentiobioze i maltotrioze i ujedno do povecanja glukoze i maltoze. Nakon
primene nikosulfurona kod ZP515su zapazeno je znaajno smanjenje sadrzaja sorbitola, saharoze,
rafinoze, izomaltotrioze, maltoze i maltotrioze.

4.2.4.2. Sadrzaj Se¢era nakon primene herbicida i folijarnog dubriva

Hibrid ZP504su je nakon primene tretmana M + FD pokazao znaCajno smanjenje sadrzaja
trehaloze, gentiobioze, izomaltotrioze i maltotrioze i povecanja sorbitola, turanoze i panoze u
poredenju sa kontrolom (Tabela 13). Kod ZP504su N + FD doveo je do znacajnog Smanjenja sadrzaja
trehaloze, gentiobioze, izomaltotrioze i maltotrioze, turanoze, rafinoze i maltoze, kao i povecanja
sorbitola. Nakon primene M + FP kod ZP355su zapazeno je znaCajno smanjenje sadrzaja sorbitola,
trehaloze, glukoze, gentiobioze, maltotrioze 1 izomaltotrioze 1 povecanje panoze u poredenju sa
kontrolom (Tabela 13). Kombinacija N + FD dovela je kod ZP355su do zna¢ajnog smanjenja sadrzaja
sorbitola, trehaloze, arabinoze, fruktoze, glukoze, saharoze, rafinoze, turanoze, izomaltotrioze i panoze.
Isti tretman je kod hibrida ZP553su doveo do znadajnog povecanja sadrzaja trehaloze, arabinoze,
izomaltoze, i smanjenja fruktoze, izomaltotrioze i maltotrioze u poredenju sa kontrolom (Tabela 13).
Kod ZP553su kombinacija M + FD izazvala je znaCajno smanjenje sadrZaja rafinoze, maltotrioze i
izomaltotrioze i1 povecanje trehaloze, arabinoze, turanoze i maltoze u poredenju sa kontrolom. Kod
ZP515su nakon primene M + FDP zabelezeno je znaCajno smanjenje sadrzaja sorbitola, trehaloze,
arabinoze, glukoze, fruktoze, gentiobioze, rafinoze, izomaltotrioze i maltotrioze kao i povecanje
maltoze i turanoze u poredenju sa kontrolom. Isti hibrid je nakon primene N + FP pokazao znacajno
smanjenje sadrzaja sorbitola, treahloze, arabinoze, gentiobioze, rafinoze i maltotrioze i povecanja
maltoze (Tabela 13).

Kombinacija M + FD dovela je do znacajnog povecanja sadrzaja trehaloze, fruktoze, rafinoze,
turanoze i smanjenja gentiobioze i maltortrioze kod hibrida ZP504su u poredenju sa mezotrionom. U
istom hibridu tretman N + FD doveo je do znacajnog povecanja sadrzaja sorbitola, glukoze i panoze i
smanjenja gentiobioze u poredenju sa nikosulfuronom (Tabela 13). Kod ZP355su nakon M + FD
zabelezeno je znafajno povecanje sadrzaja arabinoze, saharoze i panoze i smanjenje rafinoze,
gentiobioze, izomaltotrioze i maltotrioze u poredenju sa mezotrionom. Kombinacija N + FD je kod
ZP355su izazvala znaCajno smanjenje sadrzaja sorbitola, saharoze, izomaltotrioze 1 povecanje
maltotrioze u poredenju sa nikosulfuronom (Tabela 13). Hibrid ZP553su je nakon primene M + Fb
pokazao znaéajno Smanjenje sadrzaja sorbitola, fruktoze, gentiobioze, rafinoze i izomaltotrioze, i
ujedno povecanje arabinoze i panoze, u poredenju mezotrionom.
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Rezultati

Kod ZP553su nakon primene N + FD zabelezeno je znacajno povecanje sadrzaja trehaloze i
smanjenje arabinoze, izomaltotrioze i panoze u poredenju sa nikosulfuronom. Tretman N + FD je kod
hibrida ZP515su doveo do znacajnog smanjenja sadrzaja rafinoze i povecanja izomaltotrioze, maltoze i
maltotrioze u poredenju sa nikosulfuronom. Kod ZP515su nakon M + FD zabelezeno je znacajno
poveéanje sadrzaja gentiobioze, turanoze i panoze, i ujedno smanjenje glukoze, fruktoze,
izomaltotrioze i maltotrioze u poredenju sa nikoulfuronom (Tabela 13).

4.2.5. Sadrzaj ukupnih fenola, glutationa i antioksidativna aktivnost zrna

Sadrzaj TPC, GSH, i DPPH" nakon svih primenjenih tretmana u toku obe godine, prikazan je u
Tabeli 14. Najvecéi sadrzaj TPC (1,38 mg EFK/g s.m.) i GSH (383,14 nmol/g s.m.) kao i DPPH" (4,06
pmol ET/g s.m.) zabelezen je kod hibrida ZP553su i ZP355su, respektivno tokom 2016. godine u
kontrolnim uzorcima. Tokom 2017. godine najveé¢i TPC (0,97 mg EFK/g s.m.), GSH (555,05 nmol/g
s.m.) kao i DPPH’ (4,26 umol ET/g s.m.) zabeleZen je kod hibrida ZP355su, ZP504su i ZP553su,
respektivno, u kontrolnim uzorcima (Tabela 14).

4.2.5.1. Sadrzaj ukupnih fenola, glutationa i antioksidativnha aktivnost zrna nakon primene
herbicida

Jedino kod hibrida ZP553su i ZP515su nakon primene oba herbicida zabeleZzen zna¢ajan porast
TPC (Ta je bela 14).

4.2.5.2. Sadrzaj ukupnih fenola, glutationa i antioksidativhna aktivnost zrna nakon primene
herbicida i folijarnog dubriva

Tretman M + FD je kod hibrida ZP504su doveo do znacajnog povecanja GSH u poredenju sa
kontrolom. Tretmani M + FP 1 N + FD kod hibrida ZP515su doveli su do znac¢ajnog povecanja GSH u
poredenju sa mezotrionom i nikosulfuronom, respektivno. Kod hibrida ZP355su i ZP553su nakon
primene N + FDP zabelezeno je znadajno povecanje, odnosno smanjenje TPC, GSH i DPPH" u
poredenju sa nikosulfuronom (Tabela 14).
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Tabela 14. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (TPC), glutationa (GSH) i antioksidativna aktivnost (DPPH) zrna Secerca.

Rezultati

ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
DPPH (umol ET/g s.m.)
K 3,91+0,07°  3,74+0,01  4,06+0,08™°  4,17+0,05I"  4,05+0,03™°  4,26+0,01  3,94+0,22°%"  4,05+0,03"
M 4,0140,02®°  4,48+0,02"  3,96+0,03°%"  4,65+0,05%  4,02+0,18%°  4,43+0,05"  3,99+0,03°  5,01+0,05®
N 3,79+0,08"  4,34+0,03%  3,86+0,03""  4,54+0,01%"  3,89+0,09°"  4,86+0,04%  3,86+0,04"Y  2,91+0,04*
M+FD  3,80+0,05"  4,67+0,055  3,87+0,06""  4,56+0,03""  3,99+0,01°%  4,63+0,03  3,82+0,01°"  4,92+0,01"
N+FD  3,8240,03™  3,29+0,05"  4,00+0,06%°  3,99+0,01%¢  506+0,05°  4,17+0,05I™  4,78+0,01®  3,53+0,01"
TPC (mg EFK/g s.m.)
K 1,17+0,05™  0,96+0,03"  1,56+0,05°  0,97%0,04% 1,380,029 0,88+0,06'  1,15+0,00™  0,72+0,02"
M 1,5740,03°  1,31+0,01"  1,36+0,059"  1,13+0,04™ 1,73+0,02° 1,2240,02¢  1,39+0,02¢ 0,86+0,03"
N 1,11+0,03" 1,29+0,03"  1,39+0,01™  1,33+0,019"  1,63+0,04°  1,21+0,03™  1,26+0,05%  0,80+0,05"
M+FD  1,45+0,02 1,03+0,04"  1,34+0,04%"  1,03+0,02¢ 1,76+0,03° 1,02+0,02%  1,35+0,06%"  1,54+0,01°
N+FD  1,09+0,03®  0,66+0,04" 1,86£0,02°  0,91+0,02% 2,01+0,06° 0,88+0,05' 1,53+0,01° 0,66+0,03"
GSH (nmol/g s.m.)

K 276,9+6,1%  555,1+20,5"  358,3+11,4%  504,8+3,1¢  383,2+11,3"" 541,6+11,7" 278,5+3,0"*  529,5+20,1"
M 366,1+1,29  722.8+15,7°  309,648,6"  656,1+19,5" 324,01+12,0"  819,3+6,8°  316,9+10,3"  452,3+12,5™
N 344,9+2,4%  5284+9,0"%  302,046,1™  697,6+3,7° 386,9+1,8°  832,3+10,5°  360,748,6™  313,3+18,0Y
M+FD 372,7+1,2""  961,3+24,1*  312,2#1,2"  540,8+44"  391,2+25%  5925+3,1%  411,8+19,0°  658,5+15,7'
N+FD  394,646,2®  5235+23,0  354,6+1,2% 508,2+14,8%  4850+19,2'  760,2+16,3° 432,9+1,2™  506,5+13,3

Razlicita slova oznacavaju postojanje statisticki znacajne razlike (Fisher’s LSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05) izmedu posmatranih parametara za interakciju

GxHxT.
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Rezultati
4.3. Prinos sveZeg zrna kukuruza Seerca

Nakon analize varijanse utvrdeno je da su godina i genotip pokazali znacajan uticaj (p <
0,05) na prinos svezeg zrna, §to nije bio slucaj sa primenjenim tretmanima (Prilog 4). lako
primenjeni tretmani nisu imali uticaj na prinos zrna, iz Tabele 15 se vidi da je najveci prinos klipa
(8,91 t/ha), u 2016. godini, zabelezen u tretmanu sa herbicidom mezotrionom, kod hibrida ZP355su.
Sli¢no, u 2017. godini, najveci prinos klipa (5,57 t/ha) pokazao je isti hibrid, ali u tretmanu sa
nikosulfuronom. Najvisi prosecni prinos klipa, tokom obe godine ispitivanja, zabelezen je kod
hibrida ZP355su. Suprotno, najnizi prosecni prinos klipa, tokom obe godine ispitivanja, pokazao je
hibrid ZP504su. Nakon primene tretmana M + FD i N + FD zabeleZeno je neznacajno smanjenje
prinosa zrna kod hibrida ZP504su u poredenju sa kontrolom tokom obe godine, suprotno od hibrida
ZP515su (Tabela 15).

Tabela 15. Prinos svezeg zrna (t/ha) Cetiri hibrida Secerca tokom 2016. i 2017. godine nakon
primenjenih tretmana.

ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
Tretman 2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
K 58+0,6 3,9+0,6 8,8+0,7 3,88+0,8 6,2+0,9 3,7+0,7 6,1+0,3 3,0+0,3
M 45+05 25+0,3 8,9+0,5 3,43+09 5,0+0,8 3,9+0,9 5,7+0,2 3,9+0,6
N 4,8+0,3 4,2+0,7 7,6¢05 557+0,6 6,3+0,2 3,8+0,7 6,5+0,5 3,7+0,5

M+FD 57+06 3,7+03 84403 4,42+07 7,1+0,7 36+05 7,1+04 4,1+02
N+FP 4601 34+09 810++07 46+06 7,008 3,9+03 6,7+02 3,5+0,2
Prosek  5,1+0,6° 3,5+0,7° 8,4+05% 44408 6,3+08° 3,8+0,1%° 6,4+05° 3,6+04°

Razlic¢ita slova oznacavaju postojanje statisticki znacajne razlike (Fisher’s LSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p <
0,05) izmedu ispitivanih hibrida i dobijenih vrednosti prinosa.

4.3.1. Zavisnost prinosa i sadrzaja fitohemikalija u listu

Regresiona analiza je koriS¢ena u cilju utvrdivanja linearne zavisnosti izmedu prinosa i
prose¢nog sadrzaja sekundarnih metabolita u listu tokom obe godine istrazivanja, u fazama | i Il
(Tabele 16 i 17).

U fazi | (Tabela 16), kod hibrida ZP504su uocena je negativna korelacija izmedu prinosa i
sadrzaja f-karotena (r = -0,77; P < 0,05) kao i sadrzaja p-kumarinske kiseline (r = -0,64; P < 0,05).
Ipak, pozitivna korelacija u istom hibridu zabelezena je izmedu prinosa i sadrzaja cimetne kiseline
(r =0,77; P <0,05). Negativne korelacije izmedu prinosa i sadrzaja L + Z (r =-0,72; P <0,05) i
protokatehinske kiseline (r = -0,91; P < 0,001) i istovremeno pozitivna korelacija sa cimetnom
kiselinom (r = 0,80; P < 0,05) primec¢ene su kod ZP355su. U hibridu ZP553su zabelezena je
negativna korelcija izmedu f-karotena (r = -0,77; P < 0,05), p-kumarinske Kiseline (r = -0,63; P <
0,05) i GSH (r =-0,73; P <0,05) i prinosa (Tabela 16).
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S druge strane, u istom hibridu je primeéena pozitivna korelacija izmedu sadrzaja cimetne
kiseline (r = 0,94; P <0,001) i TPC (r = 0,82; P <0,01) . Negativne korelacije izmedu prinosa i
sadrzaja p-kumarinske kiseline (r =-0,91; P <0,001) i DPPH" (r = -0,73; P < 0,05) uocene su kod
ZP515su (Tabela 16). U istom hibridu, takode primecene su i pozitivne korelacije izmedu prinosa i
sadrzaja cimetne kiseline (r = 0,82; P <0,01), TPC (r = 0,65; P <0,05) i GSH (r =0,71; P <0,05).

Tabela 16. Vrednost koeficijenta korelacije zavisnosti sadrzaja fitohemikalija i prinosa u fazi I lista.

Fitohemikalije ZP504su ZP355su  ZP553su  ZP515su
L+Z -0,37 -0,72* -0,12 0,05
[-karoten -0,77*  -0,91***  -0,77* -0,45
Protokatehinska kiselina 0,03 0,74* -0,21 -0,39
p-Kumarinska kiselina -0,64* -0,48 -0,63*  -0,91***
Cimetna kiselina 0,77* 0,80* 0,94***  (,82**
Sinapinska kiselina -0,01 0,25 0,71* 0,32
DPPH’ -0,61 -0,14 -0,61 -0,73*
TPC 0,43 0,22 0,82** 0,65*
GSH -0,10 0,43 -0,73* 0,71*

*, ** F**7nadajno na nivou poverenja od 0,05; 0,01; 0,001 respektivno.

U fazi Il (Tabela 17), kod hibrida ZP504su uocena je negativna korelacija izmedu prinosa i
sadrzaja L + Z (r = -0,71; P < 0,05) kao i TPC (r = -0,76; P < 0,05). Negativne korelacije izmedu
prinosa i sadrzaja L + Z (r = -0,76; P < 0,05), protokatehinske kiseline (r = -0,89; P < 0,001) i
DPPH’ (r = -0,78; P < 0,05), i GSH (r = -0,69; P < 0,05) zabeleZene su kod ZP355su. U istom
hibridu uocene su i pozitivne korelacije izmedu prinosa i sadrzaja p-kumarinske kiseline (r = 0,83;
P <0,01) kao i TPC (r = 0,83; P <0,01). U hibridu ZP553su zabelezena je negativna korelacija
izmedu prinosa i sadrzaja S-karotena (r =-0,88; P <0,01), L + Z (r =-0,75; P <0,05), DPPH" (r = -
0,88; P <0,01) kao i pozitivna korelacija sa sadrzajem cimetne kiseline (r = 0,71; P <0,05) i TPC
(r =0,69; P <0,05). Negativne korelacije izmedu prinosa i sadrzaja L + Z (r = -0,76; P < 0,05),
protokatehinske kiseline (r = -0,92; P < 0,001), DPPH’ (r = -0,79; P < 0,05) i GSH (r = 0,92; P <
0,001) kao i pozitivne korelacije sa sadrzajem cimetne kiseline (r = 0,88; P <0,01) i TPC (r = 0,94;
P <0,001) uoéene su kod ZP515su (Tabela 17).

Tabela 17. Vrednost koeficijenta korelacije zavisnosti sadrzaja fitohemikalija i prinosa u fazi II
lista.

Fitohemikalije ZP504su  ZP355su  ZP553su  ZP515su
L+Z -0,71* -0,76* -0,88** -0,76*
S-karoten -0,08 0,29 -0,75* -0,15
Protokatehinska kiselina -0,52 -0,89** -0,38 -0,92***
p-Kumarinska kiselina 0,46 0,83** 0,54 0,73*
Cimetna kiselina 0,42 0,59 0,71* 0,88**
Sinapinska kiselina 0,31 -0,55 0,62 -0,29
DPPH’ -0,33 -0,78* -0,88** -0,79*
TPC 0,76* 0,83** 0,69* 0,94***
GSH -0,29 -0,69* -0,12 -0,92***

*, ** ***k7nadajno na nivou poverenja od 0,05; 0,01; 0,001 respektivno.
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4.3.2. Zavisnost prinosa i sadrzaja fitohemikalija u zrnu

Linearna regresiona analiza je koriS¢ena u cilju utvrdivanja korelacija izmedu prinosa i
sadrzaja fitohemikaija u zrnu Seéerca. Sadrzaj je izrazen kao prosek obe godine ispitivanja. Radi
preglednosti prikazan je ukupan sadrzaj fitohemikalija (zbir pojedina¢nih jedinjenja iz iste grupe),
tj. vitamina E, karotenoida, fenolnih kiselina 1 Secera, kao i pojedinacne fitohemikalije kao Sto su: f-
karoten, ferulinska kiselina, a-tokoferola, glukoza fruktoza i saharoza (Tabela 18). Razlog za
izdvajanje ovih fitohemikalija su njihove bioloske funkcije u organizmu ¢oveka, dok tri navedena
Secera uticu na senzorne karakteristike zrna Secerca.

Tabela 18. Vrednost koeficijenta korelacije zavisnosti sadrzaja fitohemikalija i prinosa u

zrnu.
Fitohemikalije ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
¥ karotenoidi -0,10 0,65* 0,58 0,51
Y fenolne kiseline -0,25 -0,82** -0,85** 0,72*
¥ vitamin E 0,73* 0,89** 0,80** 0,58
¥ Seceri -0,46 -0,49 -0,83** -0,89**
DPPH’ -0,30 -0,71* -0,21 0,09
TPC 0,35 0,78* 0,87** 0,74*
GSH -0,74* -0,83** -0,71* -0,48
Ferulinska kiselina -0,57 -0,82** -0,87** 0,32
a-Tokoferol 0,32 0,71* 0,28 -0,11
[-Karoten -0,71* -0,36 -0,30 0,49
Glukoza -0,04 0,37 0,15 -0,46
Fruktoza 0,33 0,16 -0,16 0,18
Saharoza 0,29 0,16 0,21 -0,77*

*, ** F**Znadajno na nivou poverenja od 0,05; 0,01; 0,001 respektivno.

Kod hibrida ZP504su uocena je pozitivna korelacija izmedu prinosa i ukupnog sadrzaja
vitamina E (r = 0,73; P < 0,05), kao i negativna korelacija sa sadrzajem f-karotena (r = -0,71; P <
0,05) i GSH (r = -0,74; P < 0,05) (Tabela 18). Pozitivne korelacije izmedu prinosa i sadrzaja
ukupnih karotenoida (r = 0,65; P < 0,05), ukupnog vitamina E (r = 0,89; P <0,01), TPC (r = 0, 87;
P <0,05) i a-tokoferola (r = 0,71; P < 0,05) uocene su kod ZP355su. U istom hibridu primeéene su
I negativne korelacije izmedu prinosa i sadrzaja ukupnih fenolnih kiselina (r = -0,82; P < 0,01),
DPPH’ (r =-0,71; P < 0,05), GSH (r = -0,83; P < 0,01) i ferulinske kiseline (r = -0,82; P <0,01).
Negativna korelacija izmedu prinosa i sadrzaja ukupnih fenolnih Kiselina (r = -0,85; P < 0,01),
ukupnih Secera (r = -0,83; P <0,01), GSH (r = -0,71; P < 0,05) i ferulinske kiseline (r = -0,87; P <
0,01) kao i pozitivna korelacija sa sadrzajem vitamina E (r = 0,82; P <0,01) i TPC (r = 0,87; P <
0,01) zabelezena je u hibridu ZP553su (Tabela 18). U hibridu ZP515su uocdena je pozitivna
korelacija izmedu prinosa i sadrzaja ukupnih fenolnih kiselina (r = 0,72; P <0,05) i TPC (r = 0,74;
P < 0,05) i ujedno negativna korelacija sa sadrzajem ukupnih Secera (r = -0,89; P < 0,01) i
saharozom (r = 0,77; P < 0,05) (Tabela 18).

4.4. Mulltivarijantna analiza

Analiza glavnih komponenata primenjena je u cilju pronalazenja karakteristicnog odgovora
genotipa u pogledu fitohemijskog profila nakon primenjenih tretmana.
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S obzirom da se trazi jedinstven odgovor genotipa a da su ispitivanja sprovedena tokom dve
godine ispitivanja i da sadrzaj fitohemikalija ne zavisi samo od genotipa ve¢ i od agroekoloskih
uslova, analiza glavnih komponenata primenjena je na prosecan sadrzaj fitohemikalija tokom obe
godine ispitivanja u zrnu kukuruza Secerca (Slika 16). PCA analize za svaku godinu posebno date
su u Prilogu 5. Primenjena PCA rezultovala je u ¢etvorokomponentnom modelu, pomocu kojeg je
objasnjeno 63,65% ukupnog varijabiliteta podataka. Prva komponenta (PC1) opisuje 25,12% dok
druga komponenta (PC2) opisuje 17,76 % ukupnog varijabiliteta. Klasterska analiza je izvedena kao
dodatak PCA metodi u cilju potvrde grupisanja uzoraka prema PCA i takode je primenjena na
prosecan sadrzaj fitohemikalija tokom obe godine isptivanja. Prema klasterskoj analizi pri nivou
slicnosti od 13% uocavaju se tri klastera, dok se pri nivou sli¢nosti od 11% prvi klaster deli na dva
subklastera (Slika 17).
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Slika 16. PCA analiza primenjena na prose¢an sadrzaj fitohemikalija nakon primenjenih tretmana
tokom obe godine isptivanja u zrnu Cetiri hibrida Secerca: grafik skorova (a) i grafik varijabli (b).
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Slika 17. Klasterska analiza primenjena na prosecan sadrzaj fitohemikalija nakon primenjenih
tretmana tokom obe godine isptivanja u zrnu ¢etiri hibrida secerca.
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Diskusija
5. Diskusija
5.1. Performanse primenjenih postupaka ektrakcija i HPLC metoda
5.1.1. Ekstrakcija i hromatografija karotenoida

Ekstrakcija karotenoida iz lista vrSena je pomocu hladnog acetona (Odeljak 3.6.1.)
prvenstveno zbog njegovog lakog prolaska kroz biljno tkivo. U poredenju sa metodom koju su
opisali Safawo i saradnici (2010), u ovoj disertaciji kori§¢ena je manja masa biljnog materijala kao i
manja zapremina ekstrakcionog sredstva. Ekstrakcija karotenoida iz zrna vrSena je pomocu smese
MeOH/EtOAC (6:4, viv) (Odeljak 3.6.1.) jer se ona pokazala kao najbolje ekstrakciono sredstvo za
ekstrahovanje karotenoida iz endosperma kukuruza (Rivera i saradnici, 2012). Proces saponifikacije
prilikom ekstrahovanja karotenoida iz kukuruza u ovoj disertaciji nije primenjen jer se oni ne nalaze
u esterifikovanom obliku (Howe i saradnici, 2006), a i zbog toga $to je nekoliko studija ukazalo na
gubitak karotenoida nakon saponifikacije (Divya i saradnici, 2012; Muzhingi i saradnici, 2008). Na
ovaj nacin, primenjenim postupkom ekstrakcije smanjeno je vreme ekstrahovanja karotenoida, a
zbog jednostavne pripreme ekstrakt se nakon filtriranja i uparavanja moze direktno injektovati u
HPLC sistem.

Primenjena hromatografska metoda za kvantifikaciju karotenoida u listu i zrnu obuhvatila je
razdvajanje karotenoida sa dobrom rezolucijom i ukupnim trajanjem analize od 20 min (Slike 10 i
12) $to je skoro dvostruko krace nego u HPLC metodi koju su primenili Petry i Mercadante (2018).
Za razdvajanje karotenoida primenjena je C18 kolona, $to je znacajno skratilo vreme potrebno za
analizu uz sli¢an izgled hromatograma kao sa C30 kolonom (Daood i saradnici, 2014; Petry i
Mercadante, 2018) . Dobijene vrednosti koeficijenta determinacije — R? nisu bile manje od 0,9953
ukazujué¢i na dobru linearnost primenjene metode za kvantifikaciju karotenoida. Efikasnost metode
primenjene u ovoj disertaciji bila je u opsegu od 98,94% do 116,56% za zrno, odnosno 94,91% do
111,32% za list (Tabela 5) $to ukazuje na visoku ta¢nost primenjene metode. Utvrdene vrednosti za
GD za L + Z i p-karotena iznosile su 49,32 ng/mL i 55,06 ng/mL u zrnu, a u listu 78,41 ng/mL i
65,20 ng/mL, respektivno. Petry i Mercadante (2018) su u svojoj metodi prikazali ve¢e vrednosti
GD za lutein, zeaksantin i p-karoten. Ovakav podatak ukazuje da je optimizovana i primenjena
metoda za kvantifikaciju karotenoida u listu i zrnu Secerca visoko osetlljiva i brza.

5.1.2. Ekstrakcija i hromatografija tokotrienola i tokoferola

Postupak ekstrakcije tokola u ovoj disertaciji obuhvatio je primenu 2-propanola kao
ekstrakcionog sredstva (Odeljak 3.6.2.) bez postupka saponifikacije, jer je veéi broj autora ukazao
na gubitak tokola nakon procesa saponifikacije usled degradacije (Lim i saradnici, 2007; Stinco i
saradnici, 2014). Na ovaj nacin, primenjen proces ekstrakcije smanjuje vreme ekstrahovanja tokola
iz biljnog materijala, a zbog jednostavne pripreme ekstrakt se nakon filtriranja moze direktno
injektovati u HPLC sistem. Primenjena hromatografska metoda za kvantifikaciju tokotrienola i
tokoferola obuhvatila je razdvajanje tokotrienola i tokoferola sa dobrom rezolucijom i ukupnim
trajanjem analize od 15 min (Slika 13). Za hromatografsko razdavajanje tokotrienola i tokoferola je
koris¢ena C18 kolona, s obzirom da u kukuruzu razdvajanje g i y tokoferola i tokotrienola nije od
kljuéne vaznosti kao i zbog bolje reproduktivnosti same kolone u poredenju sa NP kolonama
(Abidi, 2000).

Dobijene R? nisu bile manje od 0,9992 §to ukazuje na dobru linearnost u ovoj disertaciji
primenjene metode za kvantifikaciju tokotrienola i tokoferola u zrnu Secerca. Efikasnost primenjene
metode bila je u opsegu od 95,84% do 111,98% (Tabela 5) §to potvrduje veliku ta¢nost primenjene
metode.
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Dobijene vrednosti retencionih vremena nakon primenjene metode za identifikaciju
ispitivanih tokoferola (Tabela 5) bila su manja nego kod autora Gliszczynska-Swiglo i1 Sikorska
(2004). Vrednosti za GD ispitivanih tokoferola u primenjenoj metodi bile su u opsegu od 21,66
ng/mL do 33,93 ng/mL (Tabela 5), dok je kod Gliszczynska-Swiglo i Sikorska (2004) zabelezen
opseg od 8 ng/mL do 28 ng/mL. Ovakav podatak ukazuje da je metoda primenjena u ovoj disertaciji
dovoljno osetljiva i sa kra¢im trajanjem analize. Injekciona zapremina filtrata bila je manja nego u
navedenoj metodi kao i manji protok mobilne faze u odnosu na metodu koju su opisali
Gliszczynska-Swiglto 1 Sikorska (2004), Sto obezbeduje troSenje manjih koli¢ina organskih
rastvaraca. Isti autori su koristili kao mobilnu fazu acetonitril koji je Stetniji po okolinu u poredenju
sa metanolom koji je koriS¢en u metodi optimizovanoj u ovoj disertaciji.

5.1.3. Ekstrakcija i hromatografija slobodnih fenolnih kiselina

Ekstrakcija slobodnih fenolnih kiselina iz lista i zrna Secerca vrSena je pomocu smeSe
MeOH/H,0 (8:2, vlv), (Odeljak 3.6.3.). U poredenju sa metodom koju su opisali Dewanto i
saradnici (2002) u ovoj disertaciji je koris¢ena manja masa biljnog materijala kao i zapremina
ekstrakcionog sredstva. Osim toga, izbegnuto je uparavanje ekstrakcionog sredstva, ve¢ je ekstrakt
nakon filtriranja direktno injektovan u HPLC sistem. Na ovaj na¢in primenjenim postupkom
ekstrakcije skrac¢eno je vreme pripreme uzoraka za ekstrahovanje slobodnih fenolnih kiselina.

Primenjena hromatografska metoda za kvantifikaciju slobodnih fenolnih kiselina u listu i
zrnu obuhvatila je razdvajanje slobodnih fenolnih kiselina sa dobrom rezolucijom i ukupnim
trajanjem analize od 35 min (Slike 11 i 14) $to je skoro dvostruko krace u poredenju sa HPLC
metodom koju su pimenili Nour i saradnici (2013). Dobijene R? nisu bile manje od 0,9993 to
potvrduje dobru linearnost primenjene metode za kvantifikaciju slobodnih fenolnih kiselina u listu i
zrnu Secerca. Efikasnost primenjene metode bila je u opsegu od 92,56% do 111,07% (Tabela 5) Sto
ukazuje na veliku tac¢nost primenjene metode. Dobijene vrednosti za GD ispitivanih slobodnih
fenolnih kiselina u primenjenoj metodi bile su u opsegu od 23,07 ng/mL do 79,84 ng/mL (Tabela
5), dok je u metodi koji su primenili Nour i saradnici (2013) zabelezen opseg od 33 ng/mL do 95
ng/mL. Ovakav podatak ukazuje da je metoda primenjena u ovoj disertaciji osetljivija i vremenski
efikasnija. Istovremeno, metoda je optimizovana u skladu sa principima zelene analitiCke hemije jer
je primenom manjeg protoka mobilne faze u odnosu na metodu koju su opisali Nour i saradnici
(2013) smanjena upotreba organskih rastvaraca.

5.2. Uticaj primenjenog tretmana na sadrZaj fitohemikalija u listu
5.2.1. Uticaj herbicida na sadrzaj karotenoida

Dobijene vrednosti za sadrzaj luteina, zeaksantina i f-karotena u ispitivanim kontrolnim
uzorcima bile su skoro dvostruko vece u fazi II nego u fazi I. Sadrzaj ispitivanih karotenoida u
kontrolnim listovima testiranih hibrida bio je u saglasnosti sa rezultatima Kopsell-a i saradnika
(2011). Dobijeni rezultati u ovoj disertaciji pokazali su da primenjeni herbicidi nisu imali statisti¢ki
znacajan uticaj na sadrzaj f-karotena u toku obe godine i analiziranim fazama (Tabela 7). Moguc¢i
razlog za ovakav trend je to §to biljka jo$ uvek nije prevazisla stres izazvan herbicidima (Kopsell i
saradnici, 2009), naro¢ito u fazi I kada je proslo samo 48 h od tretmana, jer neposredno nakon
primene herbicida biljka aktivira mehanizme u cilju detoksikacije molekula herbicida (de Carvalho i
saradnici, 2009). Jo§ jedno moguce obrazloZzenje za uticaj herbicida na sadrzaj p-karotena, koji u
ovoj disertaciji nije bio statisticki znacajan, je i razli¢ita lokalizacija f-karotena i ksantofila u
fotosintetickom aparatu (Telfer, 2005). S-Karoten se nalazi u samom reaktivnom centru i zaduzen je
za neutralisanje singletnog kiseonika (*O,) te se i viSe trosi u stresnim uslovima za razliku od
ksantofila koji su orijentisani viSe ka kompleksu antena pigmenata hlorofila.
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Suprotno od rezultata dobijenih u ovoj disertaciji, Rivera-Madrid i saradnici (2013) su
ukazali na povecanje sadrzaja S-karotena nakon primene norflurazona (isti mehanizam delovanja
kao mezotrion) u kontrolisanim uslovima. Mozda je upravo to razlog za neusaglasenost Sa
rezultatima u ovoj disertaciji, jer u losijim agroekoloSkim uslovima biljka je izlozena sinergi¢nom
uticaju razli¢itih stresnih faktora. 1z rezultata u ovoj disertaciji se vidi i da je nikosulfuron, koji
pokazuje drugaciji mehanizam delovanja od mezotriona, doveo do statisticki znac¢ajnog smanjenja
sadrzaja L + Z, u fazi I, kod hibrida ZP504su tokom 2017. godine §to se verovatno moze pripisati
uticaju abioti¢kog stresa koji herbicidi mogu da izazovu (Gill i Tuteja, 2010) u kombinaciji sa
susom koja je bila prisutna u testiranoj godini.

U fazi 11 sadrzaj testiranih karotenoida u kontrolnim uzorcima bio je veéi nego u fazi I, §to je
i o¢ekivano jer se biljka razvija te se samim tim i sadrzaj pojednih fitohemikalija menja. Trebalo bi
da u fazi II biljka uglavnom bude oporavljena od stresa 1 da pokazuje veci sadrzaj karotenoida
nakon primenjenih tretmana. Medutim, takva situacija zabeleZena je samo kod hibrida ZP515su, u
odnosu na sve testirane hibride, nakon primene mezotriona tokom obe godine ispitivanja. Mozda je
razlog za ovakav rezultat taj Sto stariji listovi vise pate od stresa nego mladi listovi (Mibei i
saradnici, 2016). Isti autori sugeriSu na povecanje sadrzaja luteina i1 zeksantina kao i smanjenje
sadrzaja f-karotena u listu plavog patlidzana u suSnom periodu, Sto je donekle u skladu sa
rezultatima dobijenim u kontrolnim uzorcima tokom 2017. gde je zabeleZzeno povecanje sadrzaja L
+ Z sem ZP515su i sadrzaja f-karotena u svim hibridima u poredenju sa 2016. (Tabela 7).

5.2.2. Uticaj folijarnog dubriva i herbicida na sadrzaj karotenoida

Dobijeni rezultati u ovoj disertaciji pokazali su da folijarna dubriva menjaju antioksidativni
status lista kukuruza u pogledu sadrzaja karotenoida nakon primene herbicida, Sto je u saglasnosti i
sa rezultatima Brankova i saradnika (2017). Zabelezena neuniformna variranja, koja uglavnom nisu
bila statisti¢ki znacajna, u sadrZaju karotenoida nakon primene folijarnog dubriva u ovoj disertaciji
mozda se mogu pripisati razli¢itim meteoroloskim uslovima koji su bili prisutni u toku 2016. i
2017. godine (Tabela 3). Nedostatak vode, tj. susa znac¢ajno umanjuje apsorpciju folijarnog dubriva
(Oosterhuis, 2009), jer dolazi do povecanja debljine sloja kutikule (Bi i saradnici, 2017) kroz koju
folijarno dubrivo mora da prodre kako bi se resorbovalo sa povrSine lista. Smanjenje sadrzaja L + Z
koje je pronadeno kod hibrida ZP504su (Tabela 7) moze ukazivati i na nekompatibilnost
primenjenog herbicida i folijarnog dubriva (Delchev i saradnici, 2015).

5.2.3. Uticaj herbicida na sadrzaj slobodnih fenolnih Kiselina

Najzastupljenije slobodne fenolne kiseline u kontrolnim uzorcima bile su protokatehinska i
p-kumarinska kiselina kako u fazi | tako i u fazi Il (Tabela 8). Sadrzaj svih ispitivanih fenolnih
kiselina u kontrolnim uzorcima uglavnom je bio dvostruko veéi u fazi II u poredenju sa fazom I.
Prema literaturnim podacima, veéi broj studija je objavljen na temu uticaja herbicida na promene
sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i to uglavnom u listu razli¢itih kultura, dok je mali broj studija
raden na pojedina¢nim fenolnim kiselinama u listu. Dobijeni rezultati pokazali su da nakon primene
nikosulfurona dolazi do znacajnog porasta u sadrzaju protokatehinske kiseline u hibridu ZP515su u
fazi I (Tabela 8) §to nije u saglasnosti sa rezultatima Orcaray-a i saradnika (2010).

Zabelezen znacajno veci sadrzaj p-kumarinske kiseline u svim kontrolnim uzorcima svih
hibrida u toku 2017. u poredenju sa 2016. (Tabela 8), ukazuje najverovatnije na znacajnu ulogu p-
kumarinske kiseline u uslovima stresa u ranijim razvojnim fazama, kao §to je faza I. Sliéno nasim
rezultatima, visoka akumulacija p-kumarinske zabelezena je tokom susnog perioda u listu Moringa
oleifera od strane Nouman-a i saradnika (2018). Takode uocena variranja u uticaju herbicida na
sadrzaj p-kumarinske kiseline (Tabela 8) mogu se pripisati i razli¢itim meteoroloskim uslovima u
toku obe godine ispitivanja.
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Kod hibrida ZP504su i ZP515su zabelezeno je statisticki znacajno povecanje sadrzaja p-
kumarinske kiseline nakon primene oba herbicida. Mogu¢i razlog bi se mogao naéi u uticaju
herbicida, odnosno abiotickog stresa na Sikimatni put kao $to je opisano u Odeljku 5.3.5.

5.2.4. Uticaj folijarnog dubriva i herbicida na sadrzaj slobodnih fenolnih kiselina

Prema literaturnim podacima, srazmerno je mali broj studija na temu uticaja folijarnog
dubriva, a pogotovo sinergistiCkog uticaja herbicida i folijarnih dubriva na sadrzaj pojedina¢nih
fenolnih Kkiselina u listu. Nakon primene N + FP kod hibrida ZP553su zabeleZen je znaajan porast
sadrzaja p-kumarinske Kiseline u fazi I, kao i nakon primene M + FD u fazi II, u poredenju sa ¢istim
herbicidom (Tabela 8). Ovakav rezultat moze ukazivati na dobru kompatibilnost FP i herbicida.
Suprotno od rezultata u ovoj disertaciji, Gazola i saradnici (2018) su ukazali da azot iz zemljiSta
nema uticaj na promene sadrzaja p-kumarinske kiseline u listu kasave. Moguci razlog zasto
primenjeno FD u ovoj disertaciji dovodi do povecanja p-kumarinske je taj Sto azot koji je prisutan u
FD (Tabela 2) moze uticati na aktivnost PAL enzima koji je, kao §to je ve¢ receno, kljuéni enzim u
sintezi fenolnih jedinjenja (Odeljak 5.3.5.).

5.2.5. Uticaj herbicida na sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, ukupnog glutationa i
antioksidativne aktivnosti

Zabelezena neuformna variranja koja uglavnom nisu bila statisticki znacajna u sadrzaju
TPC, GSH i DPPH" (Tabela 9) u listu u obe faze nakon primene herbicida mogu se pripisati
razli¢itim meteoroloskim uslovima tokom dve godine ispitivanja. Povecanje sadrzaja GSH nakon
primene mezotriona u toku 2016. godine zabeleZzeno je samo kod hibrida ZP355su u obe faze
(Tabela 9). Kod hibrida ZP553su u toku obe faze zabeleZen je statisticki znacajan porast TPC nakon
primene oba herbicida i to samo u toku 2016. godine. Isti trend zabeleZen je kod hibrida ZP504su i
ZP515su, u fazi | tokom 2016. godine, nakon primene nikosulfurona (Tabela 9). Suprotno
rezultatima iz ove disertacije, povetanje TPC u linijama kukuruza nakon primene herbicida
zabeleZeno je od strane Brankov-a i saradnika (2017). Ovakvi podaci mogu ukazivati na moguéu
tolerantnost hibrida TPC jer usled oksidativnog stresa koji herbicid izaziva biljka reaguje i aktivira
antioksidativni sistem odbrane, $to se ispoljava u povecanoj proizvodnji neenzimskih
antioksidanasa kao $to su fenolna jedinjenja i tioli (Michalowicz i Duda, 2009; Nemat Alla i
saradnici, 2008). Medutim tolerantnost genotipa ne moze se definisati samo na osnovu sadrzaja
TPC ili GSH ve¢ se moraju sagledati i ostali parametri kao Sto su sadrzaj pojedinih antioksidanasa
(karotenoidi i vtamin E) kao i prinos.

5.2.6. Uticaj folijarnog dubriva i herbicida na sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, ukupnog
glutationa i antioksidativne aktivnosti

Kod hibrida ZP553su u fazi 1 zabelezeno je statisticki znacajno povecanje, a u fazi II
smanjenje sadrzaja TPC tokom 2016. godine, nakon primene oba herbicida u kombinaciji sa Fb u
poredenju sa odgovaraju¢im herbicidom (Tabela 9). Sli¢no rezultatima dobijenim u ovoj disertaciji,
nakon primene folijarnog dubriva primeceno je smanjenje TPC u listu masline (Tekaya 1 saradnici,
2016). Suprotno nasim rezultatima Brankov i saradnici (2017) su pokazali da je nakon dva dana od
primene herbicida + FD zabelezeno smanjenje, a nakon dve do tri nedelje povecanje TPC u
poredenju sa tretmanom sa Cistim herbicidom. Razlog za razli¢ita variranja u sadrzaju TPC 1
ukupnog sadrzaja GSH nakon primene tretmana herbicid + FDP u toku 2016. 1 2017. godine (Tabela
9) moZda se moZe pripisati sinergistickom uticaju i drugih vrsta abiotickog stresa, kao §to je suSa.
Upravo, Perveen i saradnici (2016) su ukazali na razli¢ite promene u sadrzaju fenolnih jedinjenja u
optimalnim i su$nim uslovima §to je pokazano iu ovoj disertaciji.
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5.3. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj fitohemikalija u zrnu
5.3.1. Uticaj herbicida na sadrzaj karotenoida

Sadrzaj luteina, zeaksantina i f-karotena u kontrolnim uzorcima ispitivanih hibrida bio je u
saglasnosti sa rezultatima Kurilich-a i saradnika (1999), kao i Ibrahim-a i Juvik-a (2009). Medutim,
sadrzaj karotenoida je varirao u zavisnosti od genotipa, kao i vegetacione sezone. Sli¢no rezultatima
dobijenim u ovoj disertaciji, Kopsell i saradnici (2009) su utvrdili da dolazi do porasta sadrzaja
luteina i zeaksantina u zrnu umereno osetljivog genotipa kukuruza SeCerca nakon primene
mezotriona. Statisticki znacajno povecanje sadrzaja karotenoida koje je zabeleZeno u ovoj
disertaciji nakon primene mezotriona kod hibrida ZP504su i ZP553su (Tabela 10) moguce je
objasniti njihovom bioakumulacijom. Mezotrion inhibira dejstvo HPPD enzima, klju¢nog enzima u
biohemijskom putu prevodenja tirozina u plastohinon i a-tokoferol. Plastohinon je kofaktor fitoen
desaturaze (FDS) i intermedijerni nosa¢ elektrona izmedu desaturaze i fotosintetiCkog elektron
transportnog lanca. FDS je vazan enzim u biosintezi karotenoida jer katalizuje reakciju prevodenja
fitoena u fitofluen (Kopsell i saradnici, 2009). Usled njegove inhibicije biosinteza karotenoida se
zaustavlja, sto dalje rezultuje u bioakumulaciji fitoena. Navedena akumulacija moze trajati sve dok
biljka odgovaraju¢im biohemijskim mehanizmima ne prevede molekul herbicida u nereaktivni
oblik, nakon ¢ega se enzim HPPD ponovo aktivira. Kada ponovo zapo¢ne biosinteza plastohinona,
FDS katalizuje reakciju prevodenja fitoena (poveéana koncentracija usled akumulacije), sto dalje
dovodi do pojacane biosinteze karotenoida. U slucaju da biljka nije u stanju da metaboliSe molekul
mezotriona, biosinteza karotenoida bi¢e zaustavljena, odnosno sadrzaj karotenoida bi¢e manji.

S obzirom da nikosulfuron ima drugaciji mehanizam delovanja, postavlja se pitanje koji se
sliéni biohemijski putevi odigravaju, tako da primena nikosulfurona ima uticaj na promene u
sadrzaju karotenoida (Cutulle i saradnici, 2018). Statisti¢ki znac¢ajno smanjenje karotenoida nakon
primene nikosulfurona kod hibrida ZP515su (Tabela 10) moze se objasniti sinergistickim uticajem
abiotickog stresa koji izazivaju herbicidi zajedno sa susom (Gill i Tuteja, 2010). Kao posledica
stresa, prvi korak je prekomerna proizvodnja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Reactive Oxygen Species
- ROS) koje su veoma toksi¢ne. ROS tokom propagacije iniciraju niz autooksidativnih lanc¢anih
reakcija nezasi¢enih masnih kiselina na membranama celija, proizvodeci lipidne perokside koji
dalje mogu dovesti do destrukcije makromolekula i smrti ¢elije. Reaktivne kiseoni¢ne vrste
obuhvataju radikale: O, , superoksidni radikal; ‘OH, hidroksilni radikal; "HO,, hidro-peroksidni
radikal; ‘RO,, peroksil radikal i ‘RO, alkoksi radikal i neradikale: H,O,, vodonik-peroksid; ROOH,
organski peroksidi i Y05, singletni kiseonik. Stoga, u cilju odbrane, biljka aktivira razne biohemijske
mehanizme i de novo sintezu, kako enzimskih tako i neenzimskih antioksidanasa, kao $to su
karotenoidi (Gill 1 Tuteja, 2010). Karotenoidi Stite fotosinetetiCki aparat neutralisanjem slobodnih
radikala, Stite ¢elijsku membranu od lipidne peroksidacije i stabilizuju membranski lipidni dvosloj.
Kao posledica neutralisanja radikala, dolazi do oksidacije bilo koje dvogube veze u strukturi
karotenoida, $to za posledicu ima nastajanje laktona, aldehida, ketona i endoperooksida (Havaux,
2013). Samim tim, smanjenje sadrzaja karotenoida koje je zabeleZeno u navedenom hibridu
ZP515su moze da ukazuje na njegovu nemogucnost da se izbori sa stresom izazvanim herbicidom,
narocito u sezoni kada je izraZeno dejstvo suse.

5.3.2. Uticaj folijarnog dubriva i herbicida na sadrzaj karotenoida

Nakon primene M + FD u poredenju sa Cistim herbicidom primecen je statisticki znacajan
porast ukupnih karotenoida kod hibrida ZP504su i ZP515su (Tabela 10). Sli¢no je zabelezeno i kod
ZP553su, nakon primene N + FDP u poredenju sa nikosulfuronom. Ovakvi podaci ukazuju da se
biljka pomoc¢u FD oporavila od stresa koji je herbicid izazvao, sto dalje ukazuje na pozitivan uticaj
primenjenog FD.
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Sli¢no rezultatima u ovoj disertaciji povecanje sadrzaja f-karotena nakon primene folijarnog
dubriva zabelezeno je i od strane Lester-a i saradnika (2005). Ipak, smanjenje nakon primene N +
FD koje je zabelezeno kod ZP355su (Tabela 10) moglo bi ukazivati na nekompatibilnost i losiju
kombinaciju herbicida i FD. Razlog za smanjenje kao i za variranje u uticaju FD na sadrzaj
karotenoida moze se takode pripisati i uticaju suSe koja je bila prisutna tokom 2017. godine.
Nedostatak vode uslovio je povecanje debljine sloja kutikule (Bi i saradnici, 2017) usled ¢ega
dolazi do slabijeg usvajanja FP (Oosterhuis, 2009).

5.3.3. Uticaj herbicida na sadrzaj tokoferola i tokotrienola

U zrnu kontrolnih uzoraka kukuruza Secerca, od ispitivanih tokoferola i tokotrienola,
najzastupljeniji bili su p+y-T3 i p+y-T. Sadrzaj tokoferola u kontrolnim uzorcima ispitivanih
hibrida bio je u saglasnosti sa rezultatima Kurilich-a i saradnika (1999) kao i Ibrahim-a i Juvik-a
(2009). Ibrahim i Juvik (2009) su prikazali znacajne varijacije u sadrzaju tokoferola izmedu
genotipova, §to je u skladu sa nasim rezultatima. Medutim, isti autori su pokazali da nema znacajnih
varijacija u sadrzaju tokoferola tokom vegetacionih sezona sto je u suprotnosti sa nasim rezultatima.
Vrednosti sadrzaja vitamina E u kontrolnim uzorcima bile su statisticki znac¢ajno manje tokom
2017. u poredenju sa 2016. godinom (Tabela 11).

Zabelezeno znaajno poveéanje ukupnog sadrzaja vitamina E kod hibrida ZP504su i
ZP553su nakon primene mezotriona tokom obe godine u poredenju sa kontrolom (Tabela 11)
moglo bi se objasniti inhibicijom HPPD enzima, sli¢no kao i kod prethodno navedenog mehanizma
koji ispoljava uticaj na povecanje sadrzaja karotenoida (Odeljak 5.3.1.). Prva reakcija u biosintezi
tokotrienola i tokoferola je konverzija p-hidroksipiruvinske kiseline u homogentisinsku Kiselinu
(HK), koja je katalizovana HPPD enzimom. Putem raznih biohemijskih enzimskih reakcija, HK se
dalje konvertuje u osam oblika tokohromanola - ¢etiri oblika tokoferola i ¢etiri oblika tokotrienola
(DellaPenna, 2005). Zbog inhibicije HPPD enzima, usled primene mezotriona, moguce je da dolazi
do akumulacije p-hidrokipiruvinske kiseline. Aktiviranjem razli¢itih mehanizama detoksikacije i
degradacije mezotriona (de Carvalho i saradnici, 2009) u biljci, HPPD enzim postaje ponovo
aktivan. Tada, usled visoke akumulirane koncentracije p-hidrokipiruvinske Kiseline, moze do¢i do
povecanja sadrzaja tokoferola i1 tokotrienola. Razlog zaSto se javljaju velike razlike u promeni
sadrzaja tokotrienola u poredenju sa tokoferolima mozda lezi u Cinjenici da oni donekle imaju
razli¢ite mehanizme nastajanja (Cahoon i saradnici, 2003). HK je prekursor za nastajanje kako
tokoferola tako i tokotrienola. Medutim, u toku biosinteze tokotrienola dolazi do kondenzacije HK 1
geranilgeranil-difosfata, dok tokoferoli nastaju kondenzacijom HK i fitil-difosfata (Cahoon i
saradnici, 2003).

Povecanje ukupnog sadrzaja vitamina E u svim hibridima sem kod ZP515su tokom obe
godine u poredenju sa kontrolom (Tabela 11), koje je zabelezeno nakon primene nikosulfurona,
mogao bi se pripisati uticaju abioti¢kog Stresu i njegovom prevazilazenju koji navedeni herbicid
izaziva, s obzirom da ne inhibira aktivnost HPPD enzima. Ovu tvrdnju potvrduju i kontrolni uzorci
kod kojih je sadrzaj vitamina E tokom 2017. godine bio manji u poredenju sa 2016. (Tabela 11).
Stresirana biljka moze aktivirati tokoferole kao neenzimske antoksidanse (Gill i Tuteja, 2010) u
cilju svoje zastite jer oni poseduju veliku antioksidativnu mo¢ usled svojstva da doniraju fenolni
vodonik slobodnim radikalima nakon ¢ega se formira tokoferoksilni radikal (Szarka i saradnici,
2012). Poznato je da biljke tolerantne na susu uglavnom pokazuju povecéanje sadrzaja a-tokoferola,
dok senzitivne pokazuju smanjenje §to dalje moze da dovede do destrukcije same celije (Kanayama
i saradnici, 2013; Munné-Bosch, 2005). Ukoliko je stres intenzivan/ozbiljan degradacija a-
tokoferola je ve¢a u odnosu na njegovu sintezu i dolazi do smanjenja njegovog sadrzaja. Suprotno
od rezultata dobijenih u ovoj disertaciji, Cutulle i saradnici, (2018) su pokazali da nikosulfuron nije
doveo do znacajnog povecanja y-tokoferola.
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5.3.4. Uticaj folijarnog dubriva i herbicida na sadrzaj tokoferola i tokotrienola

Dobijeni rezultati su pokazali da je nakon primene M + FD kod hibrida ZP504su i ZP515su
zabeleZen statistiCki znaCajan porast sadrzaja a-T tokom obe godine, u poredenju sa mezotrionom
(Tabela 11). Takode, nakon primene N + FD uoceno je povecanje sadrzaja a-T u hibridima
ZP355su i ZP515su u poredenju sa Cistim herbicidom (Tabela 11). Kombinacija M + FD se takode
pozitivno odrazila na satus vitamina E u hibridu ZP504su. Fb u kombinaciji i sa mezotrionom i sa
nikosulfuronom dovelo je do povecanja sadrzaja ukupnog vitamina E u hibridima ZP355su i
ZP515su. Ovakvi podaci ukazuju da je folijarno dubrivo pomoglo u prevazilaZzenju stresa u biljci
nastalom usled primene herbicida. Smanjenje ukupnog sadrzaja vitamina E nakon primene N + FP
u hibridu ZP504su, moze da ukaze na mogucu nekompatibilnost nikosulfurona i folijarnog dubriva
kao kombinacije za ovaj genotip (Tabela 11).

5.3.5. Uticaj herbicida na sadrzaj slobodnih fenolnih kiselina

Dobijeni rezultati pokazali su da su najzastupljenije slobodne fenolne kiseline u kontrolnim
uzorcima bile protokatehinska, p-kumarinska i ferulinska kiselina. Sadrzaj slobodne ferulinske i p-
kumarinske kiseline u zrnu ispitivanih hibrida bio je u skladu sa rezultatima Dewanto-a i saradnika
(2002), kao i Zhang-a i saradnika (2017). Das i Singh (2016) su zabelezili veci sadrzaj slobodne
kofeinske, ferulinske i p-kumarinske kiseline u poredenju sa rezultatima prikazanim u disertaciji.
Moguc¢i razlog je kasnija berba u njihovoj studiji. Sadrzaj slobodnih fenolnih kiselina varirao je
kako od primene herbicida, tako i od vegetacione sezone. Tako se u jednoj vegetacionoj sezoni
belezi statisticki znacajno poveéanje, a U drugoj statisticki znacajno smanjenje sadrzaja slobodnih
fenolnih kiselina sto je u skladu sa rezultatima Legzdina i saradnika (2018). Prema literaturnim
podacima, do sada nije objavljena nijedna studija o uticaju herbicida na sadrzaj pojedina¢nih
fenolnih kiselina u zrnu kukuruza Secerca, a moze se primetiti da je generalno jako mali broj studija
na temu uticaja herbcida na sadrzaj pojedinacnih fenolnih kiselina u zitaricama koje itekako
zauzimaju vazno mesto u ishrani ljudi. Dosta studija je objavljeno na temu uticaja herbicida na
sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i to uglavnom u listovima razli¢itih biljnih vrsta.

Herbicidi mogu modifikovati sekundarne metabolite tako Sto uti¢u na Sikimatni put (Daniel 1
saradnici, 1999), s obzirom da su aromati¢ne amino-kiseline fenilalanin, triptofan i tirozin finalni
proizvodi Sikimatnog puta, a u viSim biljkama sluZze kao supstrati za biosintezu proteina i kao
prekursori za biosintezu hidoksicimetne Kiseline, koja je dalje prekursor za sintezu lignina i drugih
derivata fenolnih kiselina. Stoga razlog za statisti¢ki znacajan porast sadrzaja p-kumarinske kiseline
nakon primene nikosulfurona, koji je zabelezen u hibridu ZP553su (Tabela 12), moZe se pripisati
uticaju herbicida na aktivnost enzima I-fenilalanin-amonijum-liaze (PAL) (Nemat Alla i saradnici,
1995; Rosler i saradnici, 1997). PAL je glavni enzim koji povezuje primarni (Sikimatni) i
sekundarni (fenilpropanoidni) metabolizam biljke i katalizuje reakciju deaminovanja fenilalanina u
trans-cimetnu kiselinu (Orcaray i saradnici, 2011). Takode, prevodenje cimetne u p-kumarinsku
kiselinu katalizovano je enzimom P450 monooksigenazom. Pomenuti enzim uklju¢en je takode u
fazu I metabolizma herbicida gde se molekul herbicida prevodi u manje toksi¢ni molekul pomocu
raznih hemijskih modifikacija (de Carvalho i saradnici, 2009), sto dalje potvrduje kompleksni uticaj
kako herbicida tako i spoljaSnjeg faktora na sadrzaj fenolnih kiselina.

S obzirom da mezotrion ima drugaciji mehanizam delovanja od nikosulfurona, njegov uticaj
na promene u sadrZzaju fenolnih kiselina moze se pripisati uticaju abioti¢kog stresa koji herbicidi
izazivaju (Gill i Tuteja, 2010). Zahvaljujuéi aktiviranju odbrambenih mehanizama, usled stresa je
povecana sinteza fenolnih jedinjenja te se na ovaj nac¢in moze donekle objasniti statisti¢ki znacajno
povecanje ukupnog sadrzaja fenolnih kiselina u hibridu ZP515su nakon primene mezotriona
(Tabela 12).
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Takode ne treba zanemariti i uticaj suse koji je bio tokom 2017. godine i gde se jasno vidi da
svi kontrolni uzorci sem hibrida ZP515su imaju statisticki znacajno veéi sadrzaj ukupnih fenolnih
kiselina i ferulinske kiseline nego u 2016. godini (Tabela 12). Slicno podacima dobijenim u
disertaciji, ve¢i sadrzaj ferulinske kiseline zabelezen je u genotipovima kukuruza tolerantnim prema
su$i (Hura i saradnici, 2008).

Vazno je ista¢i da se sekundarni efekat oksidativnog stresa ogleda u procesu povecane
lignifikacije. Lignin je komponenta ¢elijskog zida i ima osnovnu ulogu u njegovom ojacavanju, gde
opet vaznu ulogu ima ferulinska kiselina koja pomaze u otpornosti ¢elijskog zida, Stiti ¢eliju od
napada mikroba i solarnog zraCenja i na taj nacin C¢ini biljku tolerantijom na abioticke faktore
(Gazola i saradnici, 2018). Ferulinska i p-kumarinska kiselina mogu se direktno ukljuciti u
fenilpropanoidni put i mogu dovesti do povecanja sadrzaja monomera lignina (Zanardo i saradnici,
2009; dos Santos, 2008). Sli¢no, lignin se sintetiSe iz fenilalanina (krajnji produkt Sikimatnog puta)
i akumulacija lignina je pracena aktiviranjem PAL enzima (Orcaray i saradnici, 2011). Shodno
navedenom, statisticki znaCajno sSmanjenje sadrzaja p-kumarinske kiseline bi se moglo pripisati
oksidativnhom stresu i smanjenoj tolerantnosti hibrida ZP553su prema mezotrionu dok, sa druge
strane, statistiCki znaCajno povecanje sadrzaja ferulinske kiseline kod hibrida ZP515su moze
ukazivati na njegovu povecanu tolerantnost prema mezotrionu (Tabela 12).

5.3.6. Uticaj folijarnog dubriva i herbicida na sadrzaj slobodnih fenolih kiselina

Prema literaturnim podacima, jako je mali broj studija na temu uticaja folijarnog dubriva na
sadrZaj pojedina¢nih fenolnih kiselina, a skoro da nema podataka o uticaju folijarnog dubriva u
kombinaciji sa herbicidima. Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji ukazali su na statisticki znac¢ajno
povecéanje sadrzaja p-kumarinske, protokatehinske i ferulinske kiseline nakon primene M + FD kod
hibrida ZP553su u poredenju sa mezotrionom ukazujuéi na pozitivan efekat primenjenog folijarnog
dubriva u ovom genotipu.

Na osnovu sadrzaja ukupnih fenolnih kiselina, kombinacija N + FD, u poredenju sa
nikosulfuronom dovela je do znaCajnog povecanja ukupnog sadrzaja fenolnih kiselina u hibridu
ZP515su, S§to ukazuje da ovakva kombinacija pogoduje povecanju odbrambenih sposobnosti
pomenutog hibrida. Suprotno, isti tretman doveo je do smanjenja ukupnog sadrzaja fenolnih
kiselina kod hibirda ZP504su, ukazuju¢i na moguéu nekompatibilnost herbicida i FP u
metabolickom odgovoru ovog genotipa. Kod hibrida ZP355su oba tretmana, M + FD i N + FD,
dovela su do povecanja ukupnog sadrzaja fenolnih kiselina ukazuju¢i na dobru kompatibilnost
izmedu herbicida, FD i genotipa (Tabela 12) kao i prevazilazenju stresa izazvanog primenom
herbicida. Suprotno od rezultata dobijenih u disertaciji, Tekaya i saradnici (2014) su pokazali da
folijarno dubrivo (ima znatno vecu koncentraciju N i manju koncentraciju B, Mn, Zn, Cu i Fe, u
poredenju sa dubrivom primenjenim u ovoj disertaciji) ne uti¢e na sadrzaj p-kumarinske, kofeinske
1 protokatehinske kiseline u maslini. Stumpf i saradnici (2019) su pokazali da sa povecanjem nivoa
zemljisno primenjenog azota opada sadrzaj slobodne ferulinske kiseline u zrnu pSenice Sto je
zabeleZeno kod ZP515su nakon primene N + FD.

5.3.7. Uticaj herbicida na sadrzaj Secera

Najzastupljeniji Seceri, od svih ispitivanih, u zrnu kontrolnih uzoraka kukuruza Secerca bili
su saharoza, glukoza, fruktoza, rafinoza i maltoza. Visok sadrzaj rafinoze ukazuje na visok
fitohemijski potencijal kukuruza Secerca. SadrZaj glukoze, fruktoze i saharoze bio je u skladu sa
rezultatima Wong-a i saradnika (1994). Statisticki zna¢ajno smanjenje ukupnog sadrZzaja Secera
nakon primene sulfonilurea herbicida (Magné i saradnici, 2006) zabelezeno je kod hibrida ZP504su
i ZP355su u poredenju sa kontrolom (Tabela 13).
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Smanjenje ukupnog sadrzaja Secera zabelezeno nakon primene herbicida moze se objasniti
time Sto su rastvorljivi Seceri malih molekulskih masa i enzimi koji ucéestvuju u njihovom
metabolizmu povezani sa oksidativnim stresom, signaliziranjem ROS-a i imaju antioksidativne
funkcije u vakuolama biljaka (Van den Ende i Valluru, 2009). Veoma bitno je istaéi i to da je
glukoza prekursor za sintezu karotenoida (Pallett i Young 1993) i askorbinske kiseline (Smirnoff i
saradnici, 2001), kao 1 osnovnog ugljeni¢nog skeleta za sintezu amino-Kiselina cisteina, glutamina i
glicina, a koji su gradivni blokovi glutationa (Noctor i Foyer 1998). Sva pomenuta jedinjenja su
uklju¢ena u mehanizam odbrane biljke protiv oksidativnog stresa, kroz askorbatno-glutationski
ciklus, redoks homeostazu, peroksidnu detokscijaciju i zastitu od singlet (atomskog) Kiseonika.
Shodno tome, statisticki zna¢ajno smanjenje sadrzaja glukoze koje je zabelezeno nakon primene
nikosulfurona kod svih hibrida sem kod ZP515su tokom 2017. godine (Tabela 13), moze se
pripisati povecanoj potrebi biljke za sintezom jedinjenja koja ucestvuju u odbrambenim
mehanizmima usled prisutnog stresa suse, koja je zabelezena u pomenutoj godini. Ovakvi podaci
impliciraju da se genotip koji ima veéi sadrzaj glukoze kada je izloZen stresnim uslovima (Guo i
saradnici, 2018) moze smatrati potencijalno tolerantnim, te je na osnovu ovakve pretpostavke jedino
hibrid ZP515su tolerantan na herbicid nikosulfruon. Kao potvrda pomenutoj tezi tokom susne 2017.
godine u kontrolnim uzorcima svih hibrida sem kod ZP355su zabeleZeno poveéanje sadrzaja
glukoze, fruktoze kao i gentiobioze (Tabela 13) ukazuje donekle na tolerantnost ispitivanih hibrida
prema susi. Sa druge strane, zabelezeno statisticki znacajno povecanje sadrzaja rafinoze U Stresnoj
2017. godini kod svih hibrida u kontrolnim uzorcima, sem kod ZP515su, takode moze ukazivati na
njihovu eventualnu tolerantnost (Tabela 13). U prilog tome Nishizawa i saradnici (2008) su
pokazali da je koncentracija rafinoze u stresnim uslovima sli¢éna koncentraciji askorbinske Kkiseline i
glutationa i ukazali da rafinoza moze direktno da neutraliSe ‘OH radikale. Ovakvi podaci samo
potvrduju da se tolerantnost ne moze definisati na osnovu jednog parametra i ukazuju na
kompleksnost odgovora biljke na stres.

U kontrolnim uzorcima statisticki zna¢ajno povecanje sadrzaja maltoze u 2017. kao stresnoj
godini, u odnosu na 2016. zabeleZeno je kod svih hibrida. Isti trend bio je primecen i nakon primene
oba herbicida u zrnu svih hibrida, sem kod ZP515su (Tabela 13). Akumulacija maltoze u stresnim
uslovima (su$a i primena herbicida) moze se pripisati njenoj zastitnoj ulozi na nivou tilakoidne
membrane, koja ima ulogu u fotosintetskom elektron tranportnom lancu. Prevodenje maltoze iz
skroba je jednostepena reakcija i za veoma kratko vreme Celija se moze snabdeti maltozom, zastiti
membranu i proteine hloroplasta (Kaplan i Guy, 2004). Statisticki zna¢ajno smanjenje sadrzaja
saharoze u kontrolnim uzorcima tokom 2017. godine kod svih hibrida, sem kod ZP515su (Tabela
13) moze se pripisati stresnim uslovima u pomenutoj godini. Redukcija sadrZzaja saharoze moze se
objasniti time Sto ona moze da se jednostepenom reakcijom prevede u fruktan ¢iji se sadrzaj u
stresnim uslovima povecava (Hincha i saradnici, 2002). Saharoza utiCe i na biosintezu askorbinske
kiseline (Nishikawa i saradnici, 2005), zbog ¢ega se i na ovaj naCin moze dovesti u vezu sa
odbrambenim mehanizom biljke. Dobijeni rezultati su pokazali da su oba herbicida izazvala
statisti¢ki znacajno smanjenje sadrzaja saharoze kod ZP515su tokom obe godine u poredenju sa
kontrolom, kao i kod ZP504su i ZP355su tokom 2016. godine (Tabela 13), sto ukazuje na moguéu
izloZenost biljaka intenzivnijem stresu.
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5.3.8. Uticaj folijarnog dubriva i herbicida na sadrzaj Secera

Prema literaturi, do sada nijedna studija o uticaju herbicida u kombinaciji sa folijarnim
dubrivom na sadrzaj ovako velikog broja pojedinacnih Secera nije objavljena. Statisticki znacajno
smanjenje ukupnog sadrzaja Secera i saharoze (nakon primene M + FD kod hibrida ZP515su i
nakon primene oba tretmana sa FD u hibridu ZP553su) moze ukazivati na moguéu
nekompatibilnost herbicida i FD kao i to da biljka nije uspela da se izbori sa postoje¢im stresom jer
kao §to je navedeno u Odeljku 5.3.7. saharoza se moze dovesti u vezu sa odbrambenim
mehanizmima biljke. U saglasnosti sa rezultatima dobijenim u ovoj disertaciji, smanjenje sadrzaja
saharoze nakon primene folijarne prihrane zabelezeno je u studijama Roussos i Tassis-a (2011),
Clemente-a i saradnika (2018) kao i Tekaya i saradnika (2016).

5.3.9. Uticaj herbicida na sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, ukupnog glutationa i
antioksidativne aktivnosti

Sadrzaj ukupnih fenola u zrnu ispitivanih hibrida bio je u skladu sa rezultatima Zhang-a i
saradnika (2017). Das i Singh (2016) zabelezili su nizi sadrzaj ukupnih fenola, verovatno zbog
kasnije berbe. Kod hibrida ZP553su i ZP515su nakon primene oba herbicida je zabeleZen statisticki
znacajan porast TPC (Tabela 14), te se na osnovu toga ova dva hibrida mogu smatrati potencijalno
tolerantnim prema primenjenim herbicidima (Dragicevi¢ i saradnici, 2012). Generalno, tolerantniji
genotipovi uglavnom imaju aktivniji antioksidativni sistem, koji ima vaznu ulogu u odbrani od
oksidativnog stresa do kojeg dolazi usled primene herbicida (Nemat Alla i Hassan, 2006). Habibi,
(2018) kao i Lugo-Cruz i saradnici, (2018) ukazuju na povecanje antioksidativne aktivnosti u
srednje stresnim uslovima a smanjenje u uslovima intenzivnog stresa. U skladu sa navedenim,
dobijeni rezultati pokazali su da je u kontrolnim uzorcima tokom susne 2017. godine
antioksidativna aktivnost bila statisti¢ki znac¢ajno veéa kod svih hibrida sem kod ZP504su u odnosu
na 2016. godinu (Tabela 14) ukazuju¢i na srednje stresne uslove. Nakon primene oba herbicida, kod
hibrida ZP355su i ZP553su u 2017. zabeleZena je veca antioksidativna aktivnost kao i veci sadrzaj
TPC i GSH u poredenju sa kontrolom (Tabela 14). Upravo ovakvo povec¢anje sadrzaja TPC i GSH
ukazuje na pojac¢ano aktiviranje mehanizama biljke za odbranu od oksidativnog stresa (Nemat Alla i
saradnici, 2008).

5.3.10. Uticaj folijarnog dubriva i herbicida na sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, ukupnog
glutationa i antioksidativne aktivnosti

Statisticki znacajno smanjenje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja nakon primene M + FD
i N + FD u 2017. godini kod svih hibrida, sem kod ZP515su u poredenju sa mezotrionom i
nikosulfuronom, respektivno (Tabela 14) moglo bi da ukaZe da biljka nije uspela da prevazide stres
indukovan kako primenom herbicida tako i visokim temperaturama koje su zabelezene u pomenutoj
godini. Sadrzaj fenolnih jedinjenja moze biti lako modifikovan primenom razli¢itih nivoa sadrzaja
azota, tacnije sa smanjenjem sadrZaja azota povecava se sinteza fenolnih jedinjenja i obrnuto (Jones
i Hartley, 1999). U studiji Tekaya i saradnici (2014) primenjeno folijarno dubrivo, iako je imalo
znatno veéu koncentraciju N u poredenju sa FD primenjenim u ovoj disertaciji, dovelo je do
smanjenja ukupnih fenola s§to je zabelezeno i U nasem radu. Moguci razlog zasto primenjena mala
koncentracija azota u ovoj disertaciji ne dovodi do povecanja sadrzaja fenolnih jedinjenja lezi u
¢injenici da azot moze negativno da uti¢e na aktivnost PAL enzima koji je, kao §to je ve¢ receno,
kljuéni enzim u sintezi fenolnih jedinjenja (Odeljak 5.3.5.). Do sli¢nih rezultata dosli su Fernandez-
Escobar i saradnici (2006) koji su u svojoj studiji prikazali negativan efekat primene azota na
sadrzaj fenolnih jedinjenja.
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Jo$ jedan mogudi razlog za smanjenje sadrzaja fenolnih jedinjenja nakon primene FD je
prisustvo bakra u primenjenom folijarnom dubrivu jer je usled njegovog nedostatka zabelezeno
povecanje koncentracije fenolnih jedinjenja (Ruiz i saradnici, 1998).

5.3.11. Analiza glavnih komponenata i klasterska analiza

Uzajamna projekcija skorova prve dve PC komponente (Slika 16) ukazuje na grupisanje
uzoraka hibrida ZP355su i ZP515su (Slikal6a) i njihovo razdvajanje od ostalih ispitivanih hibrida
duz PC2 ose. Uzorci hibrida ZP504su i ZP553su su se delimi¢no preklopili nakon primene tretmana
M i M + FD, dok je hibrid ZP504su nakon primene tretmana K, N i N + FD formirao izdvojen
klaster (Slikal6a). Na razdvajanje hibrida ZP355su uticao je sadrzaj a-T, f+y-T, a-T3, fruktoze,
panoze, maltoze, cimetne i kofeinske kiseline (Slika 16b) ukazuju¢i da primenjeni tretmani
izazivaju aktiviranje neenzimskih antioksidanasa kao odgovor biljke na abioticki stres. Grupisanje i
izdvajanje hibrida ZP515su u odnosu na ostale hibride nakon primenjenih tretmana bilo je
uslovljeno sadrzajem glukoze, saharoze, maltotrioze, trehaloze, izomaltotrioze, rafinoze, sorbitola,
gentiobioze, o-T i ferulinske kiseline (Slika 16b). Dobijeni rezultati pokazuju da primenjeni
tretmani kod ovog genotipa viSe utiCu na metabolizam ugljenih hidrata. Na delimi¢no izdvajanje
hibrida ZP504su nakon primene tretmana K, N i N + FD uticaj je imao sadrzaj L + Z (Slika 16).
Sadrzaj arabinoze, turanoze, p-karotena, sinapinske i protokatehinske kiseline je uticao na
delimi¢no grupisanje hibrida ZP504su nakon primene M, M + FD i hibrida ZP553su nakon primene
M + FD (Slika 16). Na osnovu dobijenih podataka moZe se re¢i da ispitivani hibridi pokazuju
karakteristican i donekle jedinstven odgovor u pogledu sadrzaja odredenih fitohemikalija nakon
primenjenih tretmana. Takode, dobijeni rezultati mogu biti od velike koristi selekcionerima koji se
bave poboljSanjem nutritivnih karakteristika genotipova kukuruza Secerca u cilju povecanja njegove
vrednosti u smislu funkcionalne hrane.

Zanimljivo je ista¢i da je u toku 2016. godine kao meteoroloski optimalne za gajenje
kukuruza takode zabelezeno izdvajanje hibrida ZP355su i ZP515su (Prilog 5) kao i kada se primeni
PCA na proseCan sadrzaj fitohemikalija tokom obe godine ispitivanja. Na razdvajanje hibrida
ZP355su uticao je sadrzaj a-T, p+y-T, o-T3, fruktoze, panoze, maltoze, izomaltoze, 6-T3 i i
kofeinske kiseline (Prilog 5). Svi pomenuti parametri, sem sadrzaja izomaltoze i J-T3 su imali
uticaj na grupisanje pomenutog genotipa i kada je primenjena PCA na prosean sadrzaj
fitohemikalija tokom obe godine ispitivanja. Grupisanje i izdvajanje hibrida ZP515su u odnosu na
ostale hibride nakon primenjenih tretmana bilo je uslovljeno sadrzajem maltotrioze, izomaltotrioze,
rafinoze, sorbitola, J-T, f+y-T3, cimetne, p-kumarinske i ferulinske Kiseline (Prilog 5). U toku
suSne 2017. godine hibrid ZP515su se takode izdvojio od ostalih hibrida kao kada se primeni PCA
na prosecan sadrzaj fitohemikalija tokom obe godine ispitivanja Sto nije bio slucaj sa ZP355su. Na
grupisanje hibrida ZP515su uticao je sadrzaj a-T3, L + Z, saharoze, a-T, o-T i ferulinske kiseline
(Prilog 5). S obzirom da je u obe godine sadrzaj o-T i ferulinske kiseline imao uticaj na izdvajanje
pomenutog hibrida moze se pretpostaviti da su ove dve fitohemikalije veoma bitne u odgovoru ovog
genotipa na stres, odnosno primenjene tretmane. Ova pretpostavka je potrvdena PC analizom na
prosecan sadrzaj fitohemikalija tokom obe godine ispitivanja (Slika 16b). Zanimljivo je takode da
su se kontrolni uzorci svih hibrida u 2017. godini nakon PCA delimi¢no izdvojili i njithovo
grupisanje bilo je indukovano sadrzajem rafinoze, glukoze, izomalotrioze, gentiobioze, trehaloze,
arabinoze i maltotrioze (Prilog 5) ukazuju¢i da su ovi Seceri veoma bitni u odgovoru biljke na susu.

Dendrogram dobijen klasterskom analizom pokazao je izdvajanje hibrida ZP355su i
ZP515su od ostalih ispitivanih hibrida kao i grafik skorova PC analize (Slika 17). Za razliku od PC
analize, na dendrogramu jasno se izdvajaju dva klastera sa istim hibridima ZP504su i ZP553su, pri
¢emu su u prvom klasteru obuhvaceni tretmani M i M + FD, a u drugom tretmani K, N i N + FD.
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Ovakav podatak sugeriSe da iako genotipovi nemaju zajedni¢ku genetiCku osnovu moze se
ipak donekle re¢i da postoji jedinstven odgovor biljke nakon izlaganja stresu kao $to je primena
odredenog tretmana.

5.4. Prinos i povezanost sa sadrzajem ispitivanih fitohemikalija

Prosecni prinos svezeg klipa ispitivanih hibrida u 2017. godini bio je priblizno 1,5 puta
manji nego u 2016. godini (Tabela 15). Razlog su svakako nepovoljni meteoroloski uslovi tokom
2017. godine, sa visokim prose¢nim vrednostima temperatura i generalno manjkom padavina
(Tabela 3). Ovakvi stresni uslovi imaju itetako uticaj na razvi¢e kukuruza koji su se dalje odrazili na
smanjenje prinosa. Tokom vegetacione sezone 2016. godine prose¢na temperatura je bila niza, dok
su ukupne padavine priblizno 1,7 puta bile veée u poredenju sa vegetacionom sezonom 2017.
godine (Tabela 3). Znacajne razlike primecene su uglavnom u junu (u vreme cvetanja) kada je bilo
samo 39,0 mm padavina u 2017. godini, nasuprot 107,4 mm u 2016. godini. Sli¢no tome, prosecne
temperature u maju i junu bile su za 1,0 °C i 1,4 °C, respektivno, vise u 2017. u odnosu na 2016.
godinu.

Dobijeni rezultati pokazali su da nikosulfuron i mezotrion nisu imali statisticki znacajan
uticaj na prinos hibrida Seéerca nakon primene (Tabela 15), $to je u skladu sa Grey i saradnici
(2000), O'Sullivan i saradnici (2002) kao i Robinson i saradnici (1993). Razlog za smanjenje
tolerantnosti kukuruza prema primenjenom herbicidu 1 nemogucnosti useva da se oporavi moze se
pripisati i nepovoljnim agroekoloskim uslovima, kao §to su karakteristike zemljista, pH, koli¢ina
organske supstance u zemljiStu, vlaga i temperatura zemljiSta (Stefanovi¢ i saradnici, 2011). Zbog
toga moZe se javiti visoka varijabilnost u reakciji istog hibrida i nakon primene istog herbicida
tokom razli¢itih vegetacionih sezona (Meyer i saradnici, 2010), $to je i zabeleZeno u ovoj disertaciji
(Tabela 15).

S obzirom da do sada nije objavljena nijedna studija sa ovakvom temom i da je joS uvek nije
dovoljno ispitivan efekat kombinacija herbicida i folijarnih dubriva kod kukuruza $ecerca, mozda
smanjenje prinosa koje postoji u tretmanima M + FD i N + FD, iako statisticki nije znacajno, moze
da ukazuje na nekompatibilnost herbicida i primenjenog dubriva. Slicno dobijenim rezultatima u
ovoj disertaciji, kombinacija metribuzina i1 folijarnog dubriva nije pokazala pozitivan efekat na
prinos Sargarepe (Silva i saradnici, 2017). Brankov (2016) sugeriSe da primena folijarnog dubriva
znacajno i pozitivno uti¢e na prinos linija kukuruza jer omogucava biljci da se brze i efikasnije
oporavi od stresa, §to je suprotno od rezultata dobijenih u ovoj studiji. Moguci razlog za smanjenje
prinosa nakon primene tretmana sa FD moze pripisati i cinjenici da efikasnost folijarne prihrane
zavisi od aduvanta, rastvorljivosti, apsorpcije i kompatibilnosti sa razli¢itim agro-hemikalijama

folijarnog dubriva obezbeduje veci prinos kukuruza u uslovima suse, $to je potvrdeno u toku suSne
godine 2017. i to kod hibrida ZP355su i ZP515su gde je nakon primene M + FD i N + FD, iako
statisticki nije znacajno, zabelezen trend povecanja prinosa u poredenju sa kontrolom (Tabela 15).

Od ispitivanih karotenoida, sadrzaj S-karotena u fazi | lista pokazao je negativnu zavisnost u
odnosu na prinos kod svih hibrida sem kod hibrida ZP515su, dok je sadrzaj L + Z u fazi Il lista
takode pokazao negativnu zavisnost U odnosu na prinos kod svih hibrida (Tabele 16 i 17). Ipak,
pozitivna korelacija izmedu ukupnog sadrzaja karotenoida i prinosa zabelezena je samo u ZP355su.
Ovakav podatak bi mogao imati veze sa vecom izlozeno$¢u stresu, koji uti¢e na pojacanu sintezu
karotenoida u listovima gajenih biljaka (Mibei i saradnici, 2016), a takode se paralelno odrazava i
na smanjenje prinosa zrna. Pozitivna zavisnost prinosa i sadrzaja cimetne kiseline tokom obe faze je
zabelezena u listu hibrida ZP553su i ZP515su (Tabele 16 i17).
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Diskusija

Antioksidativna aktivnost u fazi Il lista bila je negativno korelisana sa prinosom kod svih
hibrida sem kod hibrida ZP504su (Tabela 17). Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u fazi II lista kod
svih hibrida bio je pozitivno korelisan sa prinosom (Tabela 17) dok je obrnuti trend zabelezen u
zrnu (Tabela 18). Ovo ukazuje na znacajnu ulogu fenolnih jedinjenja u odrzavanju antioksidativnog
kapaciteta u uslovima stresa u zelenim delovima biljaka, i da se usled produzenog stresa, sa druge
strane, pozitivno odrazava na nalivanje zrna, tj. prinos kukuruza, kao i nakupljanje fenolnih
jedinjenja u zrnu (Dogru i Bayram, 2016). U zrnu sadrzaj ukupnog vitamina E bio je pozitivno
korelisan sa prinosom kod svih hibrida (Tabela 18), sem kod ZP515su dok je pozitivna korelacija
izmedu sadrZaja a-tokoferola i prinosa pronadena samo kod hibrida ZP355su.
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6. Zakljucak

U ovoj disertaciji su u cilju karakterizacije i odredivanja fitohemijskog profila ¢etiri hibrida
kukuruza Secerca: ZP504su, ZP355su, ZP553su i ZP515su optimizovani postupci pripreme uzoraka
i uslova za analizu primenom savremenih hromatografskih metoda. Na osnovu parametara
validacije pokazano je da hromatografske metode primenjene u ovoj disertaciji za kvantifikaciju
karotenoida, slobodnih fenolnih kiselina, tokoferola i tokotrienola imaju dobru linearnost, ta¢nost
kao i nisku granicu detekcije. Pored parametara validacije, direktno injektovanje profiltriranog
ekstrakta u HPLC sistem i kratko vreme trajanja analize omogucili su rutinsko koris¢enje
hromatografskih metoda za odredivanje sadrzaja pomenutih fitohemikalija. Dodatno, niskim
vrednostima granica detekcije 1 skraenim vremenom ekstrahovanja postignuta je veca osetljivost i
vremenska efikasnost hromatografske metode za identifikaciju i kvantifikaciju slobodnih fenolnih
kiselina. Postignuto hromatografsko razdvajanje dobre rezolucije Zeljenih analita koris¢enjem nizih
protoka mobilnih faza uz ujedno smanjen utrosak Stetnih organskih rastvarata ukazuje da
primenjene metode u ovoj disertaciji prate principe i trendove zelene analiticke hemije.

Prema literaturnim podacima do sada nije objavljena nijedna studija koja ispituje uticaj
herbicida u kombinaciji sa folijarnom prihranom na sadrzaj ovako velikog broja pojedinacnih
fitohemikalija, posebno funkcionalnih oligosaharida i fenolnih kiselina u zrnu kukuruza Secerca.
Utvrdene vrednosti sadrzaja ispitivanih fitohemikalija (3 karotenoida, 5 fenolnih kiselina, 3
tokoferola, 3 tokotrienola, 14 Secera i 1 poliol) u ovom radu ukazale su na visok nutritivni kvalitet
tehnoloski zrelog zrna kukuruza SecCerca 1 time doprinele svesti o dragocenim nutritivnim
karakteristikama Secerca koje mogu biti od velike koristi u programima opemenjivanja. Najveci
sadrzaj ispitivanih fitohemikalija u kontrolnim uzorcima zabelezen je kod hibrida ZP355su i
ZP515su, respektivno. Od svih ispitivanih fitohemikalija posebnu paznju privukli su po prvi put
odredeni funkcionalni oligosaharidi (izomaltoza, izomaltotrioza, panoza, trehaloza, maltotrioza,
rafinoza) i znacajno istakli fitohemijski potencijal kukuruza Seerca sa teritorije Srbije u smislu
funkcionalne hrane koja ne prestaje da bude predmet aktuelnih istrazivanja. Dobijeni rezultati su
pokazali da je rafinoza bila najzastupljenija medu ispitivanim oligosaharidima i da je u kontrolnim
uzorcima u najvecoj koncentraciji zabelezena kod hibrida ZP515su.

U ovom radu uticaj tretmana (hrebicidi mezotrion i nikosulfuron sa ili bez primene
folijarnog dubriva) nakon dva dana i dve nedelje od njihove primene na sadrzaj antioksidanasa
(karotenoidi i fenolne kiseline) u listu kao i na sadrzaj razli¢itih klasa jedinjenja (karotenoidi,
fenolne kiseline, tokoferoli, tokotrienoli i Seceri) u tehnoloSkoj zrelosti zrna kukuruza Secerca,
prema nasim saznanjima, PO prvi put je ispitan. Na osnovu dobijenih rezultata uo¢eno je da je uticaj
ispitivanih tretmana bio izrazeniji u zrnu, odnosno U listu u vecini sluéajeva uticaj primenjenih
tretmana na sadrzaj ispitivanih antoksidanasa nije bio statistiCki znacajan. Kao moguci razlog
ovakvog rezultata moze se prvenstveno navesti kratko prolazno vreme od primene tretmana do
odredivanja sadrzaja antioksidanasa, a zatim i nepovoljni meteoroloski uslovi tokom 2017. godine
koji su dodatno izazvali stres kod biljke i na taj nac¢in u veéoj meri umanjili njen odgovor.
Primenjeni tretmani u listu su pokazali ve¢i uticaj na sadrzaj fenolnih kiselina nego na sadrzaj
karotenoida i to u Il fazi, odnosno dve nedelje od primene. Dobijeni rezultati pokazali su da
primenjeni tretmani nisu imali statistiCki znacajan uticaj na prinos svezeg zrna $ecerca. Navedeni
zakljuc€cei su izvedeni na osnovu prosecnog sadrzaja fitohemikalija tokom obe godine ispitivanja u
tehnoloSkoj zrelosti zrna Secerca kao najmerodavniji odgovor genotipa na primenjene tretmane.
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U zrnu hibrida ZP504su nakon primene oba herbicida zabelezeno je statisticki znacajno
smanjenje ukupnog sadrzaja Secera i povecanje ukupnog sadrzaja svih ostalih ispitivanih
fitohemikalija. Primenjeno folijarno dubrivo u kombinaciji sa mezotrionom u ovom
genotipu delovalo je stimulativno i dovelo je do statisticki znacajnog poveéanja ukupnog
sadrzaja svih ispitivanih fitohemikalija Sto ukazuje da je folijarna prihrana omogudéila da se
biljka izbori sa stresom koji herbicidi u ovom hibridu prouzrokuju. Dobijene vrednosti
prinosa zrna u ovom genotipu bile su u negativnoj korelaciji sa sadrZzajem vitamina E.

U zrnu hibrida ZP355su primenjeni herbicidi pokazali su razli¢it uticaj na sadrzaj
fitohemikalija. Mezotrion je doveo do statisticki znacajnog smanjenja ukupnog sadrzaja
karotenoida, vitamina E, Secera, fenolnih jedinjena i ujedno do poveéanja ukupnog sadrzaja
slobodnih fenolnih kiselina, glutationa i antioksidativne aktivnosti. Sa druge strane,
nikosulfuron je doveo do statisticki znaCajnog povecanja sadrzaja svih ispitivanih
parametara sem sadrzaja Secera. Efekat primenjenog folijarnog dubriva u kombinaciji sa
primenjenim herbicidima je varirao u pogledu sadrzaja ispitivanih fitohemikalija ukazujuci
na mogucu ili nekompatibilnost herbicida 1 folijarnog dubriva ili malu dozu folijarnog
dubriva. Ovaj genotip izdvojen je PCA analizom pri ¢emu je najveci uticaj na njegovo
grupisanje imao sadrzaj o-T, f+y-T, a-T3, fruktoze, panoze, maltoze, cimetne i kofeinske
Kiseline. Ovakav podatak ukazuje da su primenjeni tretmani izazvali aktiviranje neenzimskih
antioksidanasa kao odgovor biljke na abioti¢ki stres koji primenjeni tretmani izazivaju.
Vrednosti prinosa zrna ovog hibrida bile su u pozitvnoj korelaciji sa ukupnim sadrzajem
karotenoida, vitamina E 1 fenolnih jedinjenja 1 ujedno u negativnoj korelaciji sa sadrzajem
ukupnih slobodnih fenolnih kiselina.

U zrnu hibrida ZP553su nakon primene oba herbicida zabelezeno je statisticki znacajno
povecanje ukupnog sadrzaja svih ispitivanih fitohemikalija te se na osnovu toga ovaj genotip
moze definisati kao tolerantnim prema testiranim herbicidima. | pored ovakvog rezultata,
PCA analiza ovaj genotip nije izdvojila od ostalih testiranih hibrida. Zanimljivo je
napomenuti da od svih testiranih hibrida jedino kod ovog hibrida su oba primenjena
herbicida dovela do statisticki znacajnog povecanja sadrzaja ukupnih Secera. Efekat
primenjenog folijarnog dubriva sa primenjenim herbicidima je varirao u pogledu sadrzaja
ispitivanih fitohemikalija ukazuju¢i na mogucu ili nekompatibilnost herbicida i folijarnog
dubriva ili malu dozu folijarnog dubriva. Na osnovu dobijenih rezultata, u ovom genotipu
trebalo bi primeniti neko drugo folijarno dubrivo, pogotovo u kombinaciji sa mezotrionom,
kako bi se postigli bolji rezultati, u smislu pozitvnijeg ucinka folijarne prihrane. Kod ovog
genotipa dobijene vrednosti prinosa zrna bile su pozitivno korelisane sa ukupnim sadrzajem
vitamina E i slobodnim fenolnim jedinjenjima i ujedno negativno korelisane sa ukupnim
sadrzajem fenolnih kiselina i Secera.

U zrnu hibrida ZP515su primenjeni herbicidi pokazali su razliCit uticaj na sadrzaj
fitohemikalija. Nikosulfruon doveo je do statisticki znaajnog smanjenja ukupnog sadrzaja
svih ispitivanih fitohemikalija sem sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja Mezotrion je doveo
do statisticki znacajnog povecanja ukupnog sadrzaja fenolnih kiselina, Secera, fenolnih
jedinjenja i antioksidativne aktivnosti i ujedno do smanjenja ostalih parametara. Primenjeno
folijarno dubrivo u kombinaciji sa nikosulfuronom u ovom genotipu delovalo je
stimulativno 1 dovelo je do statisti¢ki znac¢ajnog povecanja ukupnog sadrzaja svih ispitivanih
fitohemikalija $to dalje ukazuje da je ono omoguéilo da se biljka izbori sa stresom koji
herbicidi prouzrokuju. PCA analizom ovaj genotip je izdvojen od ostalih testiranih hibrida, a
na to su uticali sadrzaj glukoze, saharoze, maltotrioze, trehaloze, izomaltotrioze, rafinoze,
sorbitola, gentiobioze, o-T i ferulinske kiseline.

75



Zakljucak

o Ovakav podatak ukazuje da su primenjeni tretmani izazvali aktiviranje odredenih
fitohemikalija kao odgovor biljke na abioticki stres koji primenjeni tretmani izazivaju.
Ujedno ovakav podatak ukazuje i da primenjeni tretmani kod ovog genotipa uti¢u vise na
metabolizam ugljenih hidrata za razliku od hibrida ZP355su, sto dalje pokazuje da svaki
genotip razli¢ito reaguje i aktivira mehanizme odbrane kada se primene herbicidi. Ovaj
rezultat pokazuje i potvrduje neophodnost ispitivanja i definisanja tolerantnosti genotipova
Se¢erca prema herbcidima u cilju dobijanja Sto kvalitetnijeg proizvoda nakon primene
agrotehnickih mera. Kod ovog genotipa vrednosti prinosa zrna bile su pozitivno korelisane
sa ukupnim sadrzajem slobodnih fenolnih kiselina i jedinjenja i ujedno negativno korelisane
sa ukupnim sadrzajem Secera.

U ovoj disertaciji pokazano je da se tolerantnost genotipa ne moze definisati na osnovu
jednog parametra i predoc¢ena je kompleksnost odgovora biljke na stres izazvanim herbicidima kako
u najranijim fazama lista tako i u zrelom zrnu. S obzirom na oskudnost u literaturnim podacima o
efektu kombinacije herbicida i folijarnih dubriva na fitohemisjki profil kukuruza Secerca rezultati
ove disertacije ukazuju na potrebu novih istrazivanja u oblasti transkriptomike i metabolomike kako
bi se razumeli naizgled nedokucivi biljni procesi koji dovode do velikih variranja u sadrzaju
fitohemikalija usled njihove primene. Rezultati ovog istrazivanja ukazali su da se sadrzaj
karotenoida, vitamina E, fenolnih kiselina i Se¢era moze koristiti kao karakteristican fitohemijski
pokazatelj genotipa nakon primenjenih tretmana. Dobijeni rezultati u ovoj disertaciji ukazali su da
se na nov nacin, putem agrotehnickih mera, tacnije primenom herbicida, kao i njthove odgovarajuce
kombinacije sa folijjarnom prihranom, moZe poboljSati fitohemijski profil tehnoloski zrelog zrna
kukuruza Secerca. Po prvi put pokazano je da se herbicidi, pored primene u suzbijanju korova, $to i
jeste njihova primarna uloga u poljoprivrednoj praksi, mogu Kkoristiti kada se primenjuju u
propisanoj i dozvoljenoj koncentraciji i kao sredstva pomoc¢u kojih se moze povecati i popraviti
nutritivni status tolerantnog genotipa kukuruza Secéerca.
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8. Prilog

Prilog 1. Analiza varijanse svih fitohemikalija u listu i dobijene Tukey HSD vrednosti za sve ispitivane interakcije.

L+Z [-Karoten CK p-KK PK SK DPPH’ GSH TPC

F Fkrit
Godina (G) 5074* 335* 2995* 7130* 16093* 4682* 1079* 1709* 2916* 161
Hibrid (H) 149,1* 13,6* 1662,8* 2260,6* 917,4* 6651,9* 15,7* 317,4* 227,3* 10,1
GxH 88,8* 10,6* 291,4* 344,1* 1560,9* 4473,4* 15,6* 10,9* 56,7* 10,1
Faza (F) 5000* 1081* 42137* 98533* 10198* 51384* 56692* 7133* 2977* 161
GxF 2077* 235* 4061* 22168* 15278* 919* 138* 2642* 487* 161
H xF 33,7* 15,8* 2313,8* 1822,5* 449,9* 4813,3* 19,5* 40,7* 60,1* 10,1
GxHXxF 118,3* 14,1* 293,9* 388,2* 1847,6* 3316,7* 22,3* 410,2* 11,1* 10,1
Tretman (T) 148,91* 11,32* 798,49*  1611,01* 540,47* 1671,91* 27,05* 220,51* 92,03* 7,71
GxT 74,38* 21,56* 137,29* 563,41* 454,96* 921,63* 29,44* 55,21* 8,86* 7,71
HxT 85,75* 9,77 890,95  1185,53* 813,62* 481,83* 16,69* 106,13* 11,58* 4,75
GxHxT 52,67* 5,76* 372,22* 507,56* 613,71* 1379,84* 9,19* 116,96* 36,23* 4,75
FxT 121,49* 17,58* 745,86*  1266,90* 832,17* 1054,24* 12,46* 201,73* 41,93* 7,71
GxFxT 113,02* 27,10* 354,95* 381,63* 751,84* 2235,69* 8,21* 74,96* 13,29* 7,71
Hx FxT 50,30* 5,48* 1056,56*  1331,84* 441,06* 728,13* 14,54* 91,57* 37,07* 4,75
GxHxFxT 70,36* 6,84* 468,04* 570,41* 493,99* 1333,65* 11,79* 95,79* 19,92* 4,75

L+Z — lutein + zeaksantin; CK — Cimetna kiselina; p-KK - p-Kumarinska kiselina; PK — Protokatehinska kiselina; SK - Sinapinska kiselina; - Zna¢ajno na nivou pouzdanosti od
0,95 (p < 0,05).
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Prilog 1. Nastavak

Prilog

L+Z [-Karoten CK p-KK PK SK DPPH’ GSH TPC
Tukey HSD

Hibrid (H) 0,008 0,007 0,124 0,162 0,131 0,127 0,004 2,836 0,172
GxH 0,012 0,009 0,176 0,229 0,185 0,180 0,006 4,011 0,244
GxF 0,008 0,007 0,124 0,162 0,131 0,127 0,004 2,836 0,172
HxF 0,012 0,009 0,176 0,229 0,185 0,180 0,006 4,011 0,244
GxHxF 0,016 0,013 0,249 0,323 0,262 0,254 0,009 5,672 0,344
Tretman (T) 0,009 0,007 0,139 0,181 0,146 0,142 0,005 3,171 0,193
GxT 0,013 0,010 0,197 0,256 0,207 0,201 0,007 4,484 0,272
HxT 0,018 0,015 0,278 0,361 0,293 0,284 0,010 6,342 0,385
GxHxT 0,026 0,021 0,393 0,511 0,414 0,401 0,014 8,969 0,545
FxT 0,013 0,104 0,197 0,255 0,207 0,201 0,007 4,484 0,272
GxXFxT 0,018 0,015 0,278 0,361 0,293 0,284 0,010 6,342 0,385
HxFxT 0,026 0,021 0,393 0,511 0,414 0,401 0,014 8,969 0,545
GXHxFxT 0,039 0,032 0,556 0,723 0,585 0,568 0,022 12,680 0,770

L+Z — lutein + zeaksantin; CK — Cimetna kiselina; p-KK - p-Kumarinska kiselina; PK — Protokatehinska kiselina; SK - Sinapinska Kiselina.
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Prilog 2. Sadrzaj ispitivanih fitohemikalija u listu (I i Il faza) nakon primenjenih tretmana

Prilog

| faza

1l faza

| faza

1l faza

Tretman

Z < X

M + Fb
N+ Fb

M+ Fb
N +Fb

Z2ZZ XN

M +Fb
N+Fb
K
M
N
M +Fb
N+Fb

ZP504su

2016

1.5+0 1yza‘b‘c'd'e'f'g.
1,6+0,1WWyzbe
1,27+0,029""
1,41+0,04°9eTeM
1,36+0,04 cUeronT
1 gio 1mnopqrstu
1,7i0, 1qrstuvwxy
0,8620,04"
1,72+0,030rstuwxyz
1,3240,04 e

0,22+0,02"
0,330, 02Parstvwx
0,250,05"""
0,27+0,01""
0,21+0,01"
0,700,012
O 60iO O6abcdefghijk
O ,5310 ,02 abcdefghijkl
0,66:+0,042 "N
0,4410,06jklmnopqrstu

2017

1’60i0’01uvwxyza'b'c.
1’8i0’1pqrstuvwx
1,2+0,1"
1’78i0’010pqrstuvwx
1,240,1"
3,1+0,1%
3,2+0,1%
2,22+0,04"
2,4+0,19"
2,63+0,01°0

0148101039hijkl mnopqr
014910103fghijklmnopqr
014310104klmn0pqrstu
0,6510,06ab6defghi
0148101019hijkl mnopqrs
0,67+0,01%°
0,680,03 10
O,BOi0,0Zadeefghijk
0161i0101abcdefghijk
0163i0,02abcdefghijk

ZP355su ZP553su
2016 2017 2016 2017
Lutein + Zeaksantin
1,70+0,08"tuvwyz 2,10+0,02/m 1,61+0,03"Wyzabe 1,87+0,09MoParst
1,14+0,06" 1,96+0,05'Mmnopar 1,32+0,07 ¢fonT 2,040,02Kmno
1,41+0,01 cderon 2,15+0,01"™ 1,37+0,04 coeront 2,05+0,02Km"
1,58+0,02"xyz abc 2,23+0,08"k 2,10+0,07/m 1,55+0,03"7bede
1’54i0’01xyz ab'cde'f 1,5310,01xyz ab'c'de'f'g' 1,6010106uwvxyz ab'c' l,47i0,092 ab'c'de'f gh'
1,77+0,05Parstuvwx 2,630,025 1,72+0,09 arstwxyz 2,43+0,07%"
2,00+0,09/mnop 2,70+0,01%f 1,92:+0,05'mnoparst 3,03+0,01"
1,96:+0,04'mnopar 1,69+0,09Wyzab" 1 714008 stz 2,94+0,07°%
1,44+0,01 Pederon 2,560,045 1,77+0,02parstuwx 3,09+0,01°
1,700,065z 3,37+0,02° 1,90+0,04 'mnoparst 2,99+0,03b°
[S-karoten
Olssioloznopqrstuvwx 0,6310,06 abcdefghijk 0’3110’04qrstuvwx 0’5310’01defghijklmnop
0,2510102uvwx 0’5610,08bcdefghijklmn 0,2810,025tuvwx 0,6210,05 abcdefghijk
0,34101050pqrstuvwx 0’5610,03bcdefghijklmn 0,3210,02pqr5tuvwx 0,5910,06 abcdefghijk
0,3310103pqrstuvwx 0’6910’05abcdefg 0’4210’04klmn0pqrstuvw 0’5610’01bcdefghijklmn
0,28+0,01"U"W*  (,48+0,049"KImnopar 0,26+0,01"W 0,46+0,01"kimnoparst
0,66i0,05abcdefgh 0,6110,03 abcdefghijk 0,6010,05 abcdefghijk 0,6910,09 abcdef
0,76+0,05® 0,62+0,04 2pedefonifk 0,700,010 0,66+0,07 2cdefon
0,71+0,06%* 0,48+0,069"KImnopars 0,67+0,01%¢10 0,74+0,01%°
0,48+0,019MKImopar g G40 g3bedefdhik g 5440, 07 defnikimno 0,75+0,07®
0,66+0,02cefn 0,62:+0,09cdefanik 0,67+0,05%°™ 0,78+0,05°

ZP515su

2016

1,60+0,03"" ¢

1,58i0,04vwxyz ab'c'd'

1,29+0,07 fon
1,99+0,05KMmnop
1,59+0,07 vz abc

1,57i0,03 wxyz a'b'c'd'e’

1,9510,01Imnopqrst
1,95+0,07'mnepars
1,8310,02n0pqrstuv
1,96:+0,09 '™°Pa

0’36710’004mn0pqrstuvwx

0.43+0 04klmnopqrstu
0,18+0,00"

0’49io’04fghijklmnopqr

0’3410’010pqrstuvwx

0,48i0'059hijklmnopqr

0,750,02®
0,64:0,072c0efonii
0.57+0 04bcdefghijklm
0,700,050

2017

1,32+0,01¢9¢7 o7
2,25+0,04"
1,44+0,06 @0cdeTon
1,36+0,04 @eTo
1,81+0,06"°Parstuvw
2,39+0,05%
2,82+0,04%%
2,44+0,02""
1,96:+0,03'™°P
3,02+0,01%

0’376i0’003Imn0pqrstuvwx

0,670,067
0.42+0 Osklmnopqrstuv
0 ’45;0 ’02 ijklmnopgrstu
0,52i0,03d9fghijklmn0pq

0,6410,08 abcdefghij
0,73+0,06™*
0 61i0 07 abcdefghijk
O,SOiO,OSEfghijklmnOPq
0,72+0,03*

Razlidita slova oznacavaju postojanje statisti¢ki znacajne razlike (Tukey HSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05) izmedu posmatranih parametara za interakciju G x H x F x T,
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Prilog

Prilog 2. Nastavak
ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
Tretman 2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
Protokatehinska kiselina

K 18,9+0,29¢" 24,7+0,97%°° 32,5+0,4 ™ 13,4+0,1"1¥ 20,9+0,3°*¢ 31,6+0,8"" 17,30,3°" 35,1+0,4"

M 11,7+0,1%f 16,3+0,779" 39,6+0,2"° 15,2+0,179"17 18,1+0,3" 28,3+0,8""xy2 13,7+0,29"17¥ 27,5+0,8" %
SN 29,740,5™"™ 12,1£0,1"% 43,4+0,3™ 18,6+0,3"" 53,2+0,8" 27,00,9"% 41,120,3% 83,621,9°
Z M+FP 15,3+0,179"17 25,940,494 17,7+0,1°" 16,1+0,179" 8,1+0,1"™ 45,1+1,0"™ 18,3+0,08%¢" 40,6+1,0"°

N +FD 30,240,454 15,9+0,2" 9" 45,7+0,4™™ 22,0+0,8"° 31,9+0,3"" 25,2405 36,8+0,3" 28,5+0,8""2

K 42,3+0,4™ 37,1+0,6™ 15,2+0,179"17 50,7+1,7% 37,7+0,6°™ 76,9+1,6° 36,8+0,8™ 75,0+2,1¢
< M 34,0+0,9% 50,1+1,7% 4,7+0,02" 59,1+1,3% 32,8+0,9° 48,0+1,8" 16,1+0,08"" 61,3+1,7%
SN 24,740,672 26,60,4"% 2,0+0,6% 59,1+1,6% 29,6+0,1°x 28,8+0,7WY 27,9+0,5"* 87,8+1,61°
= M+FP 20,940,559 95,8+1,4° 31,9+0,4™ 64,8+1,3 27,4+0,8V% 13,4+0,2"¥ 10,7+0,01" 56,5+0,9"

N +FP 6,4+0,01™ 66,7+1,2° 17,5+0,6°™ 77,9417 23,7+0,1%" 46,1+1,5" 18,3+0,7%¢" 59,5+1,9%"

p-Kumarinska kiselina

K 8,97+0,047%I™™ 17,7+0,1°°cde" 8,48+0,06'™" 13,6+0,4°T¢"T 12,240,491k 14,2+0,1°79"" 10,61+0,09 TkI™™ 20,4+0,5°°
LY 10,30+0,09"7KI™™ 31,6+1,0" 10,58+0,087%I™™ 16,9+0,1°°9¢f0"  10,8+0,08" k™™ 25,1+0,1% 7,71+0,05™" 19,4+0,8 ¢
8 N 10,4+0,117%I™™ 26,4%0,1% 10,44+0,047%Im™ 35,7+0,2%" 8,6+0,02 k™™ 17,3+0,1 Pedet 10,86+0,077"™™ 13 140,3"N1IKT
~ M+Fb 8,05+0,04™ 7,64+0,03™" 12,350,191k 35,1+1,0"" 13,3+0,1°7 9K 27,2+0,1%* 6,47+0,05" 15,7+0,1°9¢9

N +FP 8,20+0,02™™ 13,5+0,3°T¢MT 15,43+0,19¢To" 14,5+0,2°7¢"" 15,5+0,049¢To" 30,7+0,2" 6,18+0,04™ 18,0+0,4°°4*

K 39,4+1,0™ 20,6+0,3*" 94,9+1,7° 41,1+0,4% 56,5+1,3™ 25,4+0,2° 60,4+1,44™ 39,6+0,2"™
< M 55,3+1,3"" 40,4+0,7°° 88,9+1,3' 15,8+0,2°¢¢"9 39,30,6™ 51,30,5% 87,78+2,0' 76,0+1,2"
S N 60,7+1,6 33,6+0,6"" 50,8+0,7° 29,740,392 151,8+2,7° 121,7+1,95° 120,1+3,7° 65,7+0,4)
= M+FP 78,5+2,5% 55,8+0,6™° 123,6+2,6° 51,1+0,7° 81,6+2,19 71,6+0,9' 80,2+1,6%" 26,5+0,4"

N +FP 63,7+1,0% 42,3+0,8" 76,3+1,6" 44,9+0,7° 180,7+2,3" 51,3+0,5° 110,6+2,0° 41,9+0,5%

Razligita slova oznacavaju postojanje statisti¢ki znacajne razlike (Tukey HSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05) izmedu posmatranih parametara za interakciju G x H x F x T.
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Prilog

Prilog 2. Nastavak

ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
Cimetna kiselina

K 25,4+0,4" 9,54+0,06 "k 24,9+0,2™ 10,5+0,1 9" 16,1+0,3°4¢ 5,39+0,02™" 16,4+0,2 e 13,2+0,2 479
L M 24,4+0,4"" 6,58+0,08 '™ 32,020,209 19,3+0,3" 14,6%0,7"¢" 4,51+0,06 " 19,3+0,2 " 6,48+0,04"™"
& N 12,1£0,1 Fo"¥ 6,68+0,06"™" 25,8+0,4"" 10,4+0,08 9"I¥ 25,3+0,2" 8,51+0,03 '™ 19,0£0,2 22" 7,12+0,05 <™
~ M+FD 23,4+0,3""Y 7,52+0,07 ™™ 31,00,3°" 9,11%0,05"%" 35,3+0,3™ 8,22+0,02 ¥'™ 23,3+0,5"Y 9,99+0,02 9IkY

N +Fb 26,7+0,3°" 6,98+0,02 ™™ 41,9+0,3 9,1620,09 7" 31,10,3°" 13,0+0,27¢79" 35,1+0,3™° 7,99+0,06 <™

K 42,3+0,5¢ 20,9+1,0% 32,3+0,4°0" 15,8+0,3 "c® 54,9+0,7' 29,2+1,4™ 54,0+0,5' 22,2+0,7"
s M 60,2+0,4" 41,1+1,3¢ 50,1+0,7! 14,3+0,2 PeveT 60,6+1,0" 29,5+1,5" 66,9+0,4° 29,1+0,8™"
~f_—N" N 96,1+1,5° 30,7+1,3" 111,5+1,4° 12,5+0,1 ¢""" 54,8+0,7' 17,0£0,2*¢ 133,2+2,0° 31,2414
T M+FP 65,4+0,7° 48,8+1,5 60,7+1,0" 34,6+1,1™°P 90,1+1,4f 52,1+2,5" 101,5+1,1° 19,9+0,7"%

N +FDb 38,0+0,4"™ 25,5+0,5"" 126,7+1,5° 36,2+1,1™ 43,5+0,2% 24,0+1,0" 125,3+1,3" 33,8+1,5""

Sinapinska kiselina

K 15,140, 27 @0cder 13,1+0,3 ¢ 23,88+0,2" 23,10,6% 18,440,392 16,3+0,1 Y2Pede 18,3+0,5""= 12,1+0,4 o7
s M 23,8+0,9™ 23,8+0,2™ 21,0£0,4“" 16,2+0,3 Y2 #0¢C® 25,0+0,4%"° 17,8+0,1 "% 32,0£0,2% 20,8+0,1"
& N 17,5+0,2"z0¢ 27,0+0,4% 8,050,1" 17,240,272 &0 25,+0,3% 15,3+0,2740cder 14,6+0,1°°e™Y 20,8+0,4"
"~ M+FD 21,020,7""" 13,9+0,1 coeToN 17,940,222 6,8+0,1" 45,3+0,4% 14,7+0,1 @0eder 33,5+0,3"™ 15,0+0,1 2@veder

N +FD 19,1+0,4"%Y 13,5+0,7¢7"" 13,3+0,2 defon 10,840,297 20,740,210 12,1+0,2 fo"¥ 12,2+0,2 fon 18,740,512

K 42,9+1,44 40,1+0,6™ 22,3+1,1%" 27,9+0,2° 40,1+0,5"™ 55,3+0,8" 40,5+0,9"™ 42,4+0,51
L M 120,1+2,3° 43,8+0,7¢ 10,2+0,3"" 56,1+0,4" 70,3+1,4° 87,7+1,3° 36,9+0,3™ 49,4+0,3'
w‘_'i" N 74,2+1,7° 15,6+0,2v7 veder 8,43+0,06™" 10,8+0,1 Mk 107,1£1,1° 17,5+0,2 Wabe 22,0+1,0 27,4+0,3"

M +FD 100,0+2,5° 51,0+0,7' 13,1+0,3¢7"" 84,4+1,2° 69,0+1,5° 34,2+0,3"™ 15,2+0,17 #coer 43,4+0,44

N +Fb 57,0+0,9" 70,3+0,8° 28,0+0,4¢ 13,8+0,2¢¢T9"" 151,3+3,6 28,60,2™ 48,5+0,1" 27,4%0,3"

Razligita slova oznacavaju postojanje statisti¢ki znacajne razlike (Tukey HSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05) izmedu posmatranih parametara za interakciju G x Hx F x T,
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Prilog 2. Nastavak

Prilog

ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
DPPH' (umol ET/g s.m.)

K 0,60+0,02 0,90+0,01% 0,750,021 0,740,041 0,69+0,01"" 0,77+0,03%stuvwx 0,69+0,01"% 0,78+0,01%"wW
L M 0,79:0,01%s4W 0,80+0,03%sUW 0,63+0,03% 0,71+0,07" 0,71+0,03"Y 0,810,020 0,730,021y 0,85+0,01%"
& N 0,730,012y 0,80+0,02%sUW 0,73+0,02"xy 0,90+0,01% 0,69+0,02"" 0,80+0,09%sWW 0,730,011y 1,01+0,01°
~ M+FDb 0,72+0,02"" 0,87+0,03"" 0,73+0,01"“"Y 0,66+0,02" 0,72+0,04°W 0,730,02" W% 0,72+0,02" W% 0,87+0,02°"

N +Fb 0,72+0,0154W 0,720,025 0,740,031y 0,75+0,02°x 0,760,020 0,80+0,019"wW 0,72+0,01"Y 0,84+0,019"

K 1,73+0,020"KImn 1,80+0,08 "Nkt 1,68+0,01K™° 1,820,067 0nik 1,6520,04™° 1,83+0,07°"0" 1,74+0,05"KImn 1,87+0,09°
s M 1,75+0,03 Mk 1,840,059 1,65+0,04™° 1,98+0,05" 1,7420,0394™ 1 84:+0,05" 1,60+0,09™ 1,850,057
& N 1,72+0,04"Kmn 2,13%0,07° 1,66+0,04'"™° 2,09+0,07° 1,64%0,05™° 1,7820,070¢fnikim 1,68+0,05™ 1,93+0,09°
= M+FP 1,68+0,07/m 1,79+0,05¢"nkIm 1,70+0,047m" 1,8620,05°¢Cf" 1,67+0,03"™™ 1,880,086 1,77+0,05°fonikimn 1,90+0,04°

N +FD 1,53+0,02° 1,7620,09¢TnkIm 1,740,05%KImn 1,94+0,06™ 1,72+0,04"Kmn 1,790,05¢4fonik 1,70+0,06™ 1,870,050

TPC (mg EFK/g s.m.)

K 24,3+1, 30rstuwey 19,140,470 21,5+0,5Wyzabe 18,0+0,5%7¢ 23,042, Suvwyz 16,8+0,6°* 19,041,230 18,9+0,7%°¢

M 28,442,274 19,8+0,2v70¢d 15,2+0,1%¢ 17,840,120 30,3+1,3"™° 21,041,002 a0 28,041,107 21,7+0,9"vxyz abe
:_?‘: N 28,7+0,7" 17,9+0,7"¢ 17,5+0,7°¢ 26,7+1,3%" 29,5+2,5™° 24,110 33,1+2,0M™ 27,4+0,1°%°
T M+FD 26,023 25 5 g 18,3+0,1°°¢ 11,2405 38,8+1,09" 24,31 4950 27,842,3° 25,121,647

N+FD 26,106 25,241,879 21,1%1,0"0%0¢ 15,2+0,6" 38,30,9°" 24,120,790 34,3+2,0"K" 19,0£0,5 ¢

K 42,6+0,4" 27,4+0,9°%" 28,7+1,4" 20,4+0,597 2" 37,10, 7 26,220,401 36,7+0,8" 22,740, Astuuunyz at
s M 43,1+1,3" 29,7+0,4™"° 40,8+0,5°" 24,240, 30rstuvweyz 48,9+1,8° 27,5+1,0°P9" 37,5+0,5%f0" 33,2+0,1Kmn
S N 42,3+0,7° 27,0+1,9°P" 34,8+0,1"K 28,4+0,3"P 44,3+0,5% 24,60, QParstuvxy 40,2+1,1°"0 24,240, 30rstuvxyz
~ M+FD 40,420,8°" 28,60,5" 41,8+0,8° 27,9+1,9° 37,420,6™"" 27,040,474 42,742,0 30,5+1,7™°

N+Fb 36,6+0,8"" 27,5+0,2°09" 35,5+0,6%" 26,31, 7°P" 36,5+2,6™" 27,3+1,1°0%° 44,5+1,1° 20,4+0,597"¢

Razlicita slova oznacavaju postojanje statisti¢ki znacajne razlike (Tukey HSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05) izmedu posmatranih parametara za interakciju G X H X F x T.
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Prilog

Prilog 2. Nastavak
ZP504su ZP355su ZP553su ZP515su
2016 2017 2016 2017 2016 2017 2016 2017
GSH (nmol/g s.m.)

K 221,3+19,5879" 436,8+15,6% 178,6+24,8 9" 297,9+11 pyrabede 224,2+14.6 ¢ 323,7+9,09%P¢ 321,3+18,19230¢d 319 G+14 57
N M 177,8+7,59" 352,9+13,0"vzab 523,0+10,9°% 282,048,7 dbcder 323,3+22,09230¢ 305 7414 2VRPC 238,3+24,09¢T9" 275,9+13,2°cdet
8 N 203,4+8,6" 9" 365,448,779 538,2+14,0" 313,1+14,5 970 136,5+17,5" 294,8+5,8v7ede 478,6+7,9°" 314,945,170
T M+FDP 4155192 337,144,307 439,2+35 5™ 311,2+9,6 vzbed 269,5+29,2 beder 272,6+7,7°¢9eT 587,4+9,9'M° 337,443,107

N + FD 669,1+43,4MK 346,619,607 361,315,792 314,5+14,4 V@Ped 160,6+5,9"" 321,6+7,3v7%0cd 535,4+19,0" 288,6+11,2vzabede

K 827,2+5,1°% 878,5+25,1° 470,3+25,4% 606,9+6,9<™ 350,1+12, 3wzt 537,7+8,8" 371,1+27,94W 881,1+14,4°
s M 383,2+10, 74 745,6+21, 797" 675,3+22, 3"k 859,2+24,6° 249, 4+4 5°9¢T9 685,0+15,0%" 526,2+15,3"P 776,7+9,7°%
& N 366,1+28, 242 557,3+32,0m° 178,8+24,39"" 522 2+13,20P9 308,1+20,92abcd 421,5+37,0 297,4+10,2Y2 dbcde 750,920,497
-~ M+FD 536,9+4, 5" 785,3+32,0%% 170,6+27,99"" 978,7+18,8° 696,712,491 602,3+6,04m° 497,6+11 5P 736,342, 25N

N +Fb 638,8+19,7Km 661,4+23,1% 285,8+14,1720cder 780,0+12,6%%¢ 587,6+13,5"™° 603,6+29,21m° 461,1+12,4% 767,7+9,1%"

Razlicita slova oznacavaju postojanje statisticki znacajne razlike (Tukey HSD) pri nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05) izmedu posmatranih parametara za interakciju G X H X F x T.
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Prilog 3. Analiza varijanse svih fitohemikalija u zrnu i dobijene LSD vrednosti za sve ispitivane interakcije.

Prilog

F LSD
Parametar G‘()g')”a H('E{)'d GxH Tretman (T) GxT HxT GxHxT H GxH T GxT HxT GxHxT

L+2Z 1773* 3152,1* 123,5% 389,75 129,80* 374,83 * 7533 037 052 041 058 082 1,16
p-Karoten 1336+ 2906,9 * 707,8 * 456,00% 141,83* 303,50 4469* 002 003 002 003 004 0,06
6-T3 2277* 526,6 * 717,7* 211,39* 160,42* 165,29 * 12639* 002 003 002 003 004 0,06
£ +y-T3 4446937  06500,6*  23669,6*  5206698*  108203,02¢  78587,14* 6736000+ 002 003 002 003 0,04 0,06
a-T3 166168*  15150,8* 409529 *  3225330% 5661,65* 7330,56*  8922,18* 002 003 002 003 004 0,06
6T 34 * 406,7 * 104,6 * 139,86 * 42,59* 162,50 * 4124* 002 003 002 003 004 0,06
B+yT 87779* 25644,4%  482639%  13969,31* 1247,62*  1190691*  2668,02* 0,04 006 004 006 0,09 0,17
a-T 49721*  398049*  35509,8 * 3323,05* 2167,91* 5061,85*  2253,33* 003 004 003 004 0,06 0,09
PK 2084 * 1759,5 * 803,8 * 1586,00* 209,83 191,65 * 252,38 031 043 034 048 0,68 0,97
KK 1346 * 5573,4 * 4503,6* 1075,86* 819,17 1177,04 * 61509* 000 000 000 000 0,00 0,00
p-KK 510396*  139280,4*  165826,9% 598777 * 8420,00%  24741,86*  20937,29* 002 003 002 003 004 0,06
FK 6315 * 6161,3 * 1329,6 * 154,63* 50,66 * 184,12 * 7454 * 017 025 019 027 0,08 0,55
CK 43827*  414065*  86352,6% 3543,34* 3932,37* 6010,87*  3240,15* 002 003 002 003 0,04 0,06
SK 836636*  39071,3*  31554,2% 9490,63* 1717985  1914452%  12831,97* 003 003 003 004 0,06 0,09
Ara 326504 *  72849,2%  828382*  1523543* 15009,75%  10696,03*  1156396* 002 003 002 003 004 0,06
Glu 269 * 7126,0% 2144,6% 5142,10* 1248,60* 245275  297628* 023 033 026 037 052 0,74
Fru 1057+ 1834,6* 650,6 * 1665,87 * 964,79 947,38* 103662 * 030 043 034 048 0,68 0,96
iMalt 33872* 477,6* 361,3 * 2424,03* 2503,57* 502,44 63589* 040 056 044 063 089 1,25

L+Z — lutein + zeaksantin; 6-T3 - o-Tokotrienol; f+y-T3 - p+y-Tokotrienol; a-T3 - a-Tokotrienol; 5-T - 5-Tokoferol; p+y-T - p+y-Tokoferol; o-T - a-Tokoferol; PK — Protokatehinska
kiselina; KK — Kofeinska kiselina; p-KK - p-Kumarinska kiselina; FK — Ferulinska kiselina; CK — Cimetna kiselina; SK - Sinapinska kiselina; Ara — Arabinoza; Glu — Glukoza; Fru —
Fruktoza; iMalt - Izomaltoza. " - Zna&ajno na nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05).
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Prilog 3. Nastavak

Prilog

= LSD

Parametar G‘()g')“a Hibrid (H) G x H Tre(tTr;‘a“ GxT HxT  GxHxT  (H) GxH M GxT HxT GxHxT
Sah 10461* 0995,6*  40963,6*  8626,01* 159117 6344,87 *  4874,63* 0,23 0,33 0,26 0,37 0,52 0,74
Gent 9095 * 108,8* 379,8* 209,31* 214,80* 257,95* 167,72 * 0,02 0,03 0,02 0,03 0,045 0,063
Treh 37725*% 7724,8* 9351,2*  15926,65* 6712,07*  16617,61* 13655,26* 0,02 0,03 0,02 0,03 0,045 0,00
Tur 304332 49917,9*  48851,9*  4497596* 18795,65*  6976,14*  7011,80* 0,04 0,06 0,04 0,06 0,09 0,13
Malt 41701 * 2035,4* 1328,9* 1205,64*  672,57* 157,97* 257,21 * 0,39 0,06 0,44 0,62 0,88 1,24
Raf 69026 * 16468,3*  6853,0*  26287,60* 17765,85*  3088,47*  5366,24* 0,26 0,37 0,29 0,41 0,59 0,83
iMaltotri 6480 * 5069,7* 5840,1* 1198,87* 835,91 * 943,59* 686,65*  6x10™ 9x10™ 7x10%  1x10°  1,4x10° 2x10°3
Pan 51273* 119645  10537,9*  1354,35*  1198,98* 3134,91* 1869,74*  6x10* 9x10* 7x10*  1x10°  1,4x10° 2x10°3
maltotri 351752* 1381,7* 8617,1*  40060,63* 18747,14* 15898,62* 1497555 6x10™ 9x10* 7x10*  1x10°  1,4x10° 2x10°3
Sorb 389698 * 215183,9* 311647,2*  7429,76*  9615,17*  12015,85* 12150,20* 0,02 0,03 0,02 0,03 0,04 0,63
DPPH’ 288 * 116,3* 40,2 * 89,85* 355,477 * 80,22* 65,15 * 0,04 0,56 0,04 0,63 0,09 0,13
TPC 3682 * 251,4* 154,9* 134,30* 238,95* 96,17 55,10 * 0,02 0,03 0,02 0,03 0,04 0,63
GSH 8469 * 410,6* 238,2* 151,19* 144,17* 153,13* 136,43 * 7,71 10,90 8,62 12,19 17,24 24,38
Fkrit 161 10,1 10,1 7,71 7,71 4,75 4,75

Sah — Saharoza; Gent — Gentiobioza; Treh — Trehaloza; Tur — Turanoza; Malt — Maltoza; Raf — Rafinoza; iMaltotri — Izomaltotrioza; Pan -

Sorbitol. * - Zna¢ajno na nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05).
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Prilog 4. Analiza varijanse prinosa i dobijene LSD vrednosti za sve ispitivane interakcije.

F Fkrit LSD
Godina(G) 236* 161
Hibrid(H) 23,8* 10,1 0,50
GxH 18,0* 10,1 0,70
Tretman (T) 2,09 7,71
GxT 1,38 7,71
HxT 0,63 4,75
GXxHxT 1,32 4,75

" - Znacajno na nivou pouzdanosti od 0,95 (p < 0,05).
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Prilog

Prilog 5. PCA analiza za 2016. godinu (A i B) i 2017. godinu (C i D).

A)

PC 2{16.80%)

O

PC 2(13.24%)

<] ZP504su
T r E T : 1 w zP3sssu
6 /"—”—F‘H\\ O  zZP553su
// | NS A ZP515su
o | — — 95% Conf. Level
a4 ik | =
s v M R
M+FS N+FO \
2F / Nl \ -
| AN+FD\
| N  ak
A —— oo
o
Rhing }ﬁl M am+Fp ¢
4l m B /]
\ M+ FD oIk +IFD /
AN M+FDN+FD| s
4t | i .
\\ | //
\\\ I _——//
6} ——l—— ]
6 4 2 0 2 4 3
PC 1 (24.65%)
T T T ,_i. T <1 ZP504su
———t— ¥ ZP355su
T /// | —~ ] o zPss3su
A 7P515su
= ~ Kl — — 95% Conf. Level
al K 9| N 7]
7 L
al / aK | oK \\ il
1+ NG |wm M Vo
NI S S . (—
AN L Y M+FD
k| Ny L e OMeFD
2k 4
\\ AN+ FD | aM + FD /
-3 AM+FD +N+FD // b
al y | s i
s o
-5 \\\h |;_,// -
. . . T . . .
- ) 2 0 2 4 6

PC 1(21.52%)

B
) 04 T T v . T T T T
[;;—;._T |
55 T P _pl kofeinska k.
cikikoen: P> izbmaltoza
02} pPanoza maltoza |
S-T3P "ax-T3 pP rafinoza
= - maltotrioza
= oal fruktoza | o-T p > _
o | izomaltotrioza "> ferulinska k.
= trehaloza B+y-T3
S o % LT cimetnak_» somitol___|
&) saharoza | p-kumarinska k.
01} gentiobioza :
protokatehinska k. » |
. >
-0.2- arabinoza p, puranoza |
- karotenp. P | . .
e . >smaqmska K| > Iu‘teln*-zea}ksantln.
03 02 -0.1 0 01 02 03 04
PC 1 (24.65%)
D es — -
rafinozaP " izomaltotrioza
03} - |
ukoza
& > rlnaltotrioza 5-T3
02} gentiobioza p P y kt»
trehaloza p | iz oza» rbitol
- sorbito
01 arabinoza Bt A+v- T3

PC 2(13.24%)

protokatehinska k.

a-T3 p panoza

95

turanoza P p-kumarinska k.

lutein+zeaksantin > ﬂ—ka;oten B> maltoza

: > ” | cmetna ke zomatoza
i saharoza | gyt P kofeinska k.
ferulinska k. P> TP :
o-T p :
0

01 02 03 04
PC 1(21.52%)

-04 -03 -02 -01

05



Prilog
Biografija

Jelena Vukadinovié¢ (rod. Mesarovi¢) rodena je 16.07.1989. godine u Beogradu, Republika
Srbija. Srednju Skolu (medicinska Skola, smer farmaceutski tehnicar) zavrSila je u Beogradu.
Osnovne akademske studije na studijskom programu ,,.Diplomirani hemicar na Univerzitetu u
Beogradu - Hemijskom fakultetu upisala je Skolske 2008/09. godine, a diplomirala 2012. godine, sa
prose¢nom ocenom 8,13 (osam i 13/100) i ocenom 10 na zavr$nom radu, pri Katedri za analiticku
hemiju. Master akademske studije na studijskom programu ,,Diplomirani hemi¢ar — master na
Univerzitetu u Beogradu - Hemijskom fakultetu pri Katedri za analitiCku hemiju upisala je Skolske
2012/13 i diplomirala 22.08.2013. godine sa prose¢nom ocenom 9,75 (devet i 75/100) i ocenom 10
na zavrSnom (master) radu. Doktorske akademske studije na studijskom programu ,Hemija“ pri
Katedri za analiticku hemiju Univerziteta u Beogradu — Hemijskog fakulteta upisala je Skolske
2013/14. godine.

Od aprila 2015. godine Jelena Vukadinovi¢ zaposlena je u Institutu za kukuruz ,,Zemun
Polje* u Laboratoriji za Molekularnu genetiku 1 fiziologiju. AngaZovana je kao istraziva¢ saradnik
na projektu ,PoboljSanje svojstava kukuruza 1 soje molekularnim 1 konvencionalnim
oplemenjivanjem* koji finansira Ministarstvo prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja (Projekat br.
TR 31068). Glavna oblast nau¢no-istrazivackog rada Jelene Vukadinovi¢ je optimizacija metoda i
odredivanje sadrzaja fitohemikalija (tokoferola, fenolnih kiselina, karotenoida i dr.) primenom
visoko-efikasne tecne hromatografije u cilju poboljsanja svojstava kukuruza prema abiotiCkom i
biotickom stresu U pogledu nutritivnog kvaliteta zrna.

Rezultati istrazivanja, proistekli iz ove doktorske disertacije, prikazani su u dva nauc¢na rada.
Jedan rad Stampan je u istaknutom medunarodnom casopisu (M22), a drugi u medunarodnom
Casopisu (M23). Takode, rezultati istrazivanja su prikazani u okviru 4 saops$tenja na skupovima
medunarodnog i nacionalnog znacaja od ¢ega jedno saopStenje na skupu medunarodnog znacaja
Stampano U celini, jedno saopStenje na skupu medunarodnog znacaja Stampano U izvodu, dva
saopStenja na nau¢nim skupovima nacionalnog znacaja Stampana u izvodu i jedne nagrade.
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Objavljeni radovi i saopStenja koji ¢ine deo disertacije

1.
1.1.
1.1.1.

1.2.
1.2.1.

2.1.
21.1.

2.2.
2.2.1.

2.3.
2.3.1.

2.3.2.
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Mesarovi¢, J., Srdi¢, J., Mladenovi¢-Drini¢, S., DragiCevié, V., Simi¢, M., Brankov, M.,
Milojkovi¢-Opsenica, M. Evaluation of the nutritional profile of sweet maize after herbicide
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10.1016/}.Jcs.2019.03.017. ISSN: 0733-5210 (Impact factor 2018, 2,452 - Food Science &
Technology (42/135)).
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herbicide and foliar fertilizer application, Genetika (2018), 50(3), 1023-1034. DOI:
10.2298/GENSR1803023M. ISSN: 0534-0012 (Impact factor 2018, 0,459 — Agronomy
(78/89), Genetics & Heredity (169/174)).
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Saopstenja na nau¢nim skupovima medunarodnog znac¢aja Stampana u celini (M33)

Mesarovic J., Mladenovic Drinic, S., Dragicevic, V., Srdic, J., Simic, M., Brankov, M.
Variability of tocopherols in sweet maize grain induced by herbicides. Journal of
International Scientific Publications, Agriculture & Food, June 20-24, 2017, Elenite,
Bulgaria 5, 42- 49. ISSN 1314-8591.

SaopsStenja na nau¢nim skupovima medunarodnog znac¢aja Stampana u izvodu (M34)

Mesarovié¢, J., Srdi¢, J., Mladenovi¢-Drini¢, S., Simi¢, M., Brankov, M., Kresovi¢, B.,
Dragicevi¢, V. Herbicide impact on content of phenolic compounds in sweet maize.
6" Congress of the Serbian genetic society, 13" — 17" October 2019, Vrnjatka Banja,
Serbia. Book of abstracts, pp. 233.ISBN 978-86-87109-15-5

Saopstenja na nau¢nim skupovima nacionalnog znacaja Stampana u izvodu (M64)

Mesarovi¢, J., Srdi¢, J., Mladenovi¢-Drini¢, S., Simi¢, M., Dragi¢evi¢, V., Brankov, M.,
Kresovi¢, B. Uticaj folijarnog dubriva na sadrzaj karotenoida u zrnu kukuruza Secerca.
Zbornik apstrakata VI Simpozijuma Sekcije za oplemenjivanje organizama DrusStva
genetiCara Srbije i IX Simpozijuma Drustva selekcionera i semenara Republike Srbije, 07-
11.maj, Vrnjacka Banja 2018, str. 55. ISBN 978-86-87109-14-8.
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listu kukuruza Secerca. Krat. izv. rad. Cetvrte konferencije mladih hemicara Srbije, 5. Novembar,
2016, Beograd, Srbija, str. 21. ISBN 978-86-7132-064.

Nagrade i priznanja (M104)
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H3zjasa o ayropcTBYy

HNwme u npe3ume ayropa Jesena 3. Bykagunosuh

Bbpoj nunnekca AX17/2013

HU3jaBbyjem
Jla je TOKTOpCKa ucepTalija mo i HacIoBOM

YTunaj xepounuaa HukocyagypoHa u me3orpuona u goaujapaor hyopusa Ha caapikaj
(puroxemukanuja y Jucty M 3pHy KyKypy3a mehepua

® pEe3yNTaT CONCTBEHOI UCTPAKUBAYKOL pajia;

e Ja JucepTalyja y LEIMHU HU Yy JIeJOBHUMa HUje Ouja MpeasiokeHa 3a CTUIAme Jpyre
JUIUIOME TpeMa CTYAN]CKUM MporpaMumMa JIpyruxX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA;

® J1a Cy pe3yiTaTh KOPEKTHO HAaBEJICHH U

e J1a HHCAM KpIIWJIa ayTOpCKa MpaBa M KOPUCTUIIA UHTENEKTYaIHy CBOJUHY APYTUX JIUIIA.

IHoTniuc ayropa

VY Bbeorpany,



I/I3jaBa O UCTOBETHOCTH LITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3nje AOKTOPCKOI' pajaa

HNwme u npe3ume ayropa Jesena 3. Bykagunosuh

Bbpoj unnekca AX17/2013

Cryaujcku mporpam AOKTOP XeMHjCKMX HAyKa

Hacnos pana YTuuaj xepounuaa HukocyjapypoHa u Me30Tpuona u gposmjapHor
hyOpuBa Ha caapxkaj puToXeMuKaNINja y JIUCTY U 3pHY KYKypy3a
mehepua

Mentop ap Aymanka MuiaojkoBuh-Oncennna

N3jaBspyjeM ma je mitraMmmana Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA €IEKTPOHCKO] BEP3HjH KOJY
caM Mmpenana paau noxpamema y Jlururajaaom peno3utopujymy YHusep3urera y beorpany.

Jlo3BoJbaBaM Ja ce 00jaBe MOjH JIMYHM TOJAIM BE3aHU 3a J0oOMjame aKaJIeMCKOT Ha3WBa JOKTOP
HayKa, Kao MTO Cy UMe M Mpe3uMe, TOJAMHA U MECTO poljera 1 AaTyMm oj0paHe paja.

OBH JNWYHM TIOJAlM MOTY c€ OO0jaBUTH HAa MPEXHHUM CTpaHHUIlaMa IWTHUTaIHE OMOIMOTEeKe, Yy
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y yOluKaiujama YHuBep3uteTa y beorpany.

IHoTnue ayropa

V¥ Bbeorpany,



H3zjaBa o kopumhemwy

Omnamhyjem VYauBep3utercky OuOmmoreky ,,CBero3ap MapkoBuh® nma y Jlururamau
perno3uTopujyM YHuBep3uTeTa y beorpany ynece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTAIU]y 1O HACIOBOM:

YTunaj xepounuaa HukocyagpypoHa u me30Tprona u goaujapuor hyopusa Ha caapikaj
(puToxemukanuja y IucTy u 3pHy KyKypy3a mehepua

KOja je MOje ayTOpPCKO JIEO.

Jucepranujy ca CBUM MpUIIO3UMa TIpeAalia caM y €JEKTPOHCKOM (opMary MOTOJAHOM 3a TPajHO
aApXUBUPABE.

Mojy HOKTOpCKYy AMcepTalujy noxpawmeHy y JlurutraaHoM pemno3utopujymy YHHUBEp3UTETa Yy
beorpany u noCTynmHy y OTBOPEHOM HpPHUCTYIy MOTY Ja KOPUCTE CBH KOJU MOILUTY]y oJlpende
caapxane y ogadpanom tumy nunenie Kpearusne 3ajennuiie (Creative Commons) 3a KOjy cam ce
OJUTy4uIIa.

1. AyropctBo (CCBY)

2. AyropctBo — Hekomepirrjaaao (CCBY-NC)

3. AyropctBo — HekoMepiHjanHo — 6e3 mpepaaa (CCBY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPITHjaTHO — AeauTH o1 uctuM yeaosuma (CCBY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 mpepana (CCBY-ND)
6. AyropctBo — aenutu o uctum yeiaosuma (CCBY-SA)

(Kparak omuc JHMIIECHIIM je CAaCTaBHU JICO OBE U3jaBe).

HHornuc ayropa

VY beorpany,




1. AyropcTBo. J[03BoJbaBaTe yMHOKABaWbE, TUCTPUOYIIM]jY U JABHO CAOMIITABAKE JICIa, U IPEpae,
aKo ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauMH ojpeleH o] CTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMIICHIIE, YaK U Y
KoMepIjanHe cepxe. OBO je HajcoOO HM]a 01 CBUX JTUICHITH.

2. AyTopcTBO — HekoMepuujajiHo. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame, JAUCTPUOYIH]Y U JaBHO
CaoIITaBamke JIeNia, M Mpepaje, ako ce HaBele MME ayropa Ha HauuH oJpeleH ol cTpaHe ayropa
WM JaBaola auneHie. OBa JIMIeHIIa He T03B0JbaBa KOMEPIMjaIIHY YIIOTpeOy aena.

3. AyTopcTBO — HEeKOMepUHjaaHo — 0e3 mpepaja. /[03BosbaBaTe YMHOXKaBaWke, AUCTPUOYIH]Y H
JaBHO caoIIITaBame Jena, 0e3 MpoMeHa, IPeoOINKOBamka WK YIIOTpede aena y CBOM JIeNTy, aKko ce
HaBeJIe UMe ayTopa Ha HauMH oJpeheH of cTpaHe ayTopa uiau jnaBaoua juieHne. OBa JuleHIa He
JI03BOJbaBa KOMEpPIUjaJIHy ynoTpeOy aena. Y oJHOCY Ha CBE OCTalle JIMLEHIE, OBOM JIMLIEHIIOM Ce
orpannyaBa Hajaehu oOuM mpaBa Kopuihema Jiena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPIMjaJHO — JeJIUTH MO UCTUM ycJaoBHMA. J03BOJbaBaTe yMHOKABAKSE,
TUCTPUOYITM]y U JaBHO CaOoNIITaBame Jejia, M Mpepajae, ako Ce HaBeAe MME ayropa Ha HAuuH
onpeheH of cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JHIICHIE U aKo ce Tpepajia JUCTpHOynpa Mo UCTOM HITH
cimaHOM JntieHnioM. OBa JIMIEHIIa He J03B0JbaBa KOMEPIHjaTHy yIIOTpeOy Jiena 1 mpepajia.

5. AyropcTBOo — 0e3 npepana. /[o3BosbaBaTe YMHOXaBame, NUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOIIITABAE
nena, 6e3 mpoMeHa, MpeoOIuKOBama UK yIIOTpede Jesia y CBOM Jiely, aKO CE HaBeAe MME ayTopa
Ha HauWH ojapeheH on crpaHe ayropa wiaM naBaona JuneHne. OBa JMIEHIIa J03BOJbaBa
KOMEPIIHjaTHy YIIoTpeOy jaena.

6. AyTOpCcTBO — J€JUTH MO MCTUM YycjaoBUMA. J[03BOJbaBaTe YMHOXKaBawbe, NUCTPUOYIU]Y U
JaBHO caolIITaBame Jea, U Ipepaje, ako ce HaBeae MMe ayropa Ha HauuH ozapeheH ox crTpaHe
ayTopa MJIH JIJaBaolia JIMIIEHIIE U aKo ce Ipepajia TUCTPUOyHpa 1Mo HCTOM HJIH CIIMYHOM JIIIEHIIOM.
OBa nuIeHIIa 103BOJbaBa KOMEPIHMjAIHY ymoTpeOy nema u mpepana. CnudHa je coTBEpCKUM
JUMIICHIIaMa, OJTHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.



