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Sekundarni metabolizam i antioksidativni status žutog lanilista (Linaria vulgaris Mill.) 

tokom formiranja gala izazvanih žiškom (Rhinusa pilosa Gyllenhal) 

 

Sažetak 

 

U ovom istraz ivanju analizirane su kompleksne promene u antioksidativnom, 
primarnom i sekundarnom metabolizmu z utog lanilista (Linaria vulgaris Mill.) tokom 
interakcije sa galikolnim z is kom (Rhinusa pilosa Gyll.). Osnovni cilj je bio otkrivanje 
mehanizama kojima insekt biohemijski reprogramira biljna tkiva, pretvarajuc i ih u 
specijalizovane strukture – gale, koje juvenilnim stadijumima insekta sluz e kao izvor hrane i 
zas tite. 

Istraz ivanje je pokazalo da formiranje gala znac ajno menja redoks homeostazu biljke. 
Dok obic na herbivorija (ishrana insekata) izaziva porast redukovanog glutationa (GSH) u stablu, 
razvoj gala dovodi do njegovog tros enja i akumulacije oksidovanog oblika (GSSG), s to ukazuje 
na intenzivne oksidativne procese. Aktivnost kljuc nih antioksidativnih enzima, poput askorbat 
peroksidaze (APX), znac ajno opada u tkivu gala, dok aktivnost dehidroaskorbat reduktaze 
(DHAR) raste u kasnijim fazama razvoja, s to dovodi do regeneracije askorbata. Ovakva 
preraspodela redoks dinamike omoguc ava inicijaciju, morfogenezu i dugotrajnu stabilnost 
galozne strukture, c ime se jasno razlikuje od klasic ne herbivorije i potvrđuje uloga oksidativnog 
stresa kao regulatornog mehanizma, a ne samo nuspojave interakcije. 

U pogledu primarnog metabolizma, gale deluju kao snaz na potros ac ka (uvir) tkiva. 
Inicijacija gala izaziva prolaznu akumulaciju signalnih molekula trehaloze i trehaloza-6-fosfata 
(T6P), dok se u razvijenim galama nakupljaju heksoze (glukoza i fruktoza). Istovremeno, 
fotosintetski kapacitet u galama je redukovan, s to je potvrđeno smanjenjem sadrz aja hlorofila i 
efikasnosti transporta elektrona. Takođe je zabelez en dramatic an porast ukupnih slobodnih 
aminokiselina, naroc ito glutamina, asparagina i glicina, s to potvrđuje nutritivnu hipotezu o 
galama kao izvoru azota za larve. Znac ajna je i specific na uloga određenih aminokiselina u 
antioksidativnoj zas titi kao i u biosintezi glutationa. 

Analiza sekundarnog metabolizma otkrila je da cecidogen (ovipoziciona tec nost insekta) 
sadrz i specific na fenolna jedinjenja, poput protokatehuinske kiseline i diosmetin-O-
acetilrutinozida, koja se ne nalaze u intaktnom stablu i verovatno sluz e kao stimulansi za 
indukciju gala. Zanimljivo je da tkivo gale ima znac ajno manji sadrz aj fenola u poređenju sa 
kontrolnim stablom, s to sugeris e da insekt suprimira odbrambene mehanizme biljke kako bi 
tkivo bilo pogodnije za ishranu.  

Istraz ivanje jasno razgranic ava sistemski odgovor biljke na herbivoriju od specific nog, 
lokalizovanog reprogramiranja tokom razvic a gala. 
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aminokiseline, fenolna jedinjenja 
Naučna oblast: Biologija 
Uža naučna oblast: Fiziologija biljaka 
UDK broj:  
 



Secondary metabolism and antioxidant status of yellow toadflax (Linaria vulgaris Mill.) 
during gall formation induced by the weevil (Rhinusa pilosa Gyllenhal) 

 

Abstract 

 

This research analyzes the complex changes in the antioxidant, primary, and secondary 
metabolism of the yellow toadflax (Linaria vulgaris Mill.) during its interaction with the gall-
inducing weevil (Rhinusa pilosa Gyll.). The primary aim was to reveal the mechanisms by which 
the insect biochemically reprograms plant tissues, transforming them into specialized 
structures – galls, which serve as both a food source and protection for immature stages of the 
insect. 

The study demonstrated that gall formation significantly alters the plant's redox 
homeostasis. While common herbivory induces an increase in reduced glutathione (GSH) in the 
stem, gall development leads to its depletion and the accumulation of its oxidized form (GSSG), 
indicating intense oxidative processes. The activity of key antioxidant enzymes, such as 
ascorbate peroxidase (APX), significantly declines in gall tissue, while dehydroascorbate 
reductase (DHAR) activity increases in the later developmental stages, aiding in ascorbate 
regeneration. Such redistribution of redox dynamics enables the initiation, morphogenesis, and 
long-term stability of the gall structure, clearly distinguishing it from classical herbivory and 
confirming the role of oxidative stress as a regulatory mechanism rather than a byproduct of 
the interaction. 

Regarding the primary metabolism, galls act as powerful sink tissues. Gall initiation 
triggers a transient accumulation of the signaling molecules trehalose and trehalose-6-
phosphate (T6P), while developed galls accumulate hexoses (glucose and fructose) at the 
expense of sucrose. Simultaneously, photosynthetic capacity in the galls is reduced, as 
evidenced by a decrease in chlorophyll content and electron transport efficiency. A dramatic 
increase in total free amino acids (particularly glutamine, asparagine, and glycine) was also 
recorded, confirming the nutritional hypothesis of galls as a nitrogen source for larvae. Certain 
amino acids exert a distinct role in sustaining antioxidant defense and serve as essential 
precursors in glutathione biosynthesis. 

Analysis of secondary metabolism revealed that the cecidogen (the insect's oviposition 
fluid) contains specific phenolic compounds, such as protocatechuic acid and diosmetin-O-
acetylrutinoside, which are absent in the intact stem and likely serve as stimuli for gall 
induction. Interestingly, gall tissue possesses a significantly lower phenolic content compared 
to control stems, suggesting that the insect suppresses the plant's defense mechanisms to make 
the tissue more suitable for feeding.  

The research clearly distinguishes the plant's systemic response to herbivory from the 
specific, localized reprogramming occurring during cecidogenesis. 
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(gall formation), biotic stress and herbivory, antioxidant metabolism, carbohydrates, amino 
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Skraćenice 

•OH hidroksil-radikal 
•OH2 hidroperoksil-radikal 
1O2 singletni kiseonik  
AA akrilamid 
ACN acetonitril 
ABA apscisinska kiselina 
AK aminokiseline 
Ala alanin 
AO  askorbat oksidaza 
APS amonijum persulfat 
APX  askorbat-peroksidaza 
Arg arginin 
Asc  redukovani askorbat 
Asc-GSH  askorbat-glutation ciklus 
Asn asparagin 
Asp asparaginska kiselina 
BSA  goveđi serum-albumin (eng. Bovine Serum Albumin) 
C ugljenik 
C kontrolni uzorci (intaktne biljke) 
Car karotenoidi 
CAT katalaza 
CBB G-250 eng. Coomassie Brilliant Blue G-250 
Chl hlorofil 
CO2 ugljen-dioksid 
covPOD kovalentno vezane peroksidaze za ćelijski zid 
Cu/ZnSOD bakar/cink-superoksid dismutaza 
dH2O destilovana voda 
DHA  dehidroaskorbat 
DHAR  dehidroaskorbat reduktaze 
DTT ditiotreitol 
DW  suva masa (eng. Dry Weight) 
EDTA  etilendiamintetra sirćetna kiselina 
ELISA  eng. Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
ETC  brzina linearnog elektronskog transporta (eng. Electron Transport Chain) 
ETI imunitet pokrenut efektorima (eng. Effector-Triggered Immunity) 
F0, Fm, Fv parametri fluorescencije hlorofila (minimalna, maksimalna i varijabilna 

fluorescencija) 
Flav flavonoidi 
FW  sveža masa (eng. Fresh Weight) 
G gala 
G1, G2, G3, G4, G5 gale različite faze razvoja (od 24h do 10 dana starosti) 
GA giberelini 
Gln glutamin 
GLPs proteini slični germinu (eng. Germin-Like Proteins) 
Glu glutaminska kiselina 
GOX glukoza-oksidaza 
GPX glutation peroksidaza 
GR  glutation-reduktaza  
GSH  redukovani glutation  



GSSG  glutation-disulfid, oksidovani glutation 
Gly glicin 
H  herbivorija 
H2O2  vodonik peroksid 
H2SO4 sumporna kiselina 
HAMPs molekularni obrasci povezani sa herbivorima (eng. Herbivory-Associated 

Molecular Patterns) 
HBAs  hidroksibenzoeve kiseline 
HCAs  hidroksicimetne kiseline  
HCl hlorovodonična kiselina 
HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazin-etansulfonska kiselina 
HPLC  tečna hromatografija visokih performansi (eng. High Performance Liquid 

Chromatography) 
HSD eng. Honest Significant Difference, deo Tukey testa 
IAA indol sirćetna kiselina 
ionPOD jonski vezane peroksidaze za ćelijski zid 
IEF izoelektrofokusiranje 
Ile izoleucin 
JA jasmonska kiselina 
KOH kalijum hidroksid 
L list 
LAC lakaza 
Leu leucin 
Lys lizin 
MAPK MAPK kinaza (eng. Mitogen-Activated Protein Kinase) 
MDA• monodehidroaskorbat radikal 
MDA monodehidroaskorbat 
MDAR  monodehidroaskorbat reduktaza 
MeOH metanol 
MgCl2 magnezijum hlorid 
Mn-SOD mangan-superoksid dismutaza 
MPA  meta–fosforna kiselina 
MS masena spektrometrija (eng. Mass Spectrometry) 
MS/MS tandemska masena spektrometrija 
N azot 
Na2CO3 natrijum karbonat 
NaBH4 natrijum borhidrid 
NADH  nikotinamid-adenindinukleotid redukovani 
NADPH  nikotinamid-adenindinukleotid-fosfat redukovani 
NaOH natrijum hidroksid 
NFDM eng. Non-Fat Dry Milk 
NOX NADPH oksidaza 
ns statistički neznačajne razlike (eng. not significant) 
O2•– superoksid-anjon-radikal  
O3 ozon 
OPA  o-ftalaldehid 
o-PDA orto-fenilen-diamin 
OJIP analiza kinetičkih tranzijenata fluorescencije hlorofila 
Orn ornitin 
PAGE  poliakrilamidna gel elektroforeza 
PAL fenilalanin-amonijak liaza 



PBS  fiziološki rastvor puferisan fosfatom (eng. Phosphate Buffered Saline) 
PVDF poliviniliden-difluorid (membrana) 
Phe fenilalanin 
Pi inhibitor proteaza 
pI izoelektrična tačka proteina 
PMSF eng. phenylmethylSulfonyl Fluoride 
POD/POXs peroksidaze III klase 
PPA eng. Peroxidase-Phenolics-Ascorbate 
PPO polifenol oksidaza 
PR-9 i PR-6 proteini u vezi sa patogenezom (eng. Pathogenesis-Related proteins) 
PS I  fotosistem I 
PS II  fotosistem II 
PVP  polivinilpirolidon 
QA /QB primarni i sekundarni akceptori elektrona u fotosistemu II 
RBOH homolog respiratorne NADPH oksidaze (eng. Respiratory Burst Oxidase Homolog) 
RNS  reaktivne azotne vrste (eng. Reactive Nitrogen Species) 
ROO•  peroksil-radikal 
ROS  reaktivne kiseonične vrste (eng. Reactive Oxygen Species) 
RsA redoks stanje askorbata 
RsG redoks stanje glutationa 
S stablo 
SA salicilna kiselina 
SBD-F amonijum-7-fluoro-2,1,3-benzooksadiazol-4-sulfonat 
SDS natrijum-dodecil-sulfat (eng. Sodium DodecylSulphate) 
SE  standardna greška 
Ser serin 
SIPK protein kinaza indukovana salicilnom kiselinom (eng. salicylic acid-induced 

protein kinase) 

SnRK1 kinaza (eng. SNF1-Related protein Kinase 1) 
SOD  superoksid-dismutaza 
solPOD solubilne peroksidaze 
T6P trehaloza-6-fosfat 
TEMED  N,N,N´,N´-tetrametil-etan-1,2-diamin 
Thr treonin 
Ti plazmid koji indukuje tumor (eng. tumor-inducing) 
TIC ukupni nerastvorni ugljeni hidrati (eng. Total water-Insoluble Carbohydrates) 
TOR centralni regulator rasta (eng. TARGET OF RAPAMYCIN) 
Tris  tris(hidroksimetil)-aminometan 
Trp triptofan 

Tyr tirozin 
UHPLC  tečna hromatografija ultravisokih performansi (eng. Ultra-High Performance 

Liquid Chromatography) 
UV  ultraljubičasto zračenje, elektromagnetno zračenje u opsegu: 200 - 400 nm 
v  zapreminski udeo 
Val valin 
VIS  vidljiva oblast spektra elektromagnetnog zračenja (400 - 770 nm) 
VOCs isparljiva organska jedinjenja (eng. Volatile Organic Compounds) 
w  maseni udeo 
WIPK protein kinaza indukovana ranjavanjem (eng. Wound-Induced Protein Kinase) 
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1. Uvod 
 

Interakcije između biljaka i insekata biljojeda oblikovane su neprekidnom koevolucijom, 
s to je rezultiralo izuzetnom raznovrsnos c u odbrambenih i adaptivnih strategija obe grupe 
organizama. Kao sesilni organizmi, biljke su neprestano izloz ene biotic kom stresu izazvanom 
ishranom insekata, ali i ovipozicijom galikolnih vrsta, koje direktno narus avaju njihovu 
metabolic ku homeostazu i primoravaju biljku na kompleksno prilagođavanje metabolic kih 
puteva.  

Formiranje gala (galogeneza) predstavlja jedan od najspecijalizovanijih oblika 
interakcije biljka – insekt, u kojem insekt deluje kao induktor koji modifikuje fiziologiju i 
morfogenezu biljke-domac ina. Putem biohemijskog reprogramiranja, galikolni organizmi 
pretvaraju biljna tkiva u jedinstvene, sloz eno organizovane strukture koje im obezbeđuju 
optimalne uslove za njihovo razvic e: nutrijente i zas titu od predatora i nepovoljnih faktora 
spoljas nje sredine. Prouc avanje ovih specific nih odnosa insekt–biljka-domac in pruz a 
fundamentalni model za razumevanje mehanizama biljne odbrane, kao i metabolic ke i 
energetske preraspodele u uslovima biotic kog stresa.  

U okviru ove disertacije, model sistem za prouc avanje interakcije između biljaka i 
insekata biljojeda c ini odnos Linaria vulgaris – Rhinusa pilosa. Studije prikladnosti domac ina 
kod vrsta iz ove grupe pokazale su visoko specific ne interakcije između populacija z iz aka i 
njihovog domac ina L. vulgaris (Tos evski i sar., 2005; 2012). Ovaj odnos predstavlja znac ajan 
model za razumevanje biohemijskih procesa, naroc ito antioksidativnog metabolizma koji je u 
osnovi odgovora biljke na biotic ki stres, kao i specific nih morfolos kih promena indukovanih 
insektom, pri c emu se autotrofna tkiva transformis u u heterotrofna. 

Z uti lanilist (Linaria vulgaris Mill.; sinonimi: lanilist, divlji lan) je vis egodis nja zeljasta 
biljka iz porodice zevalica (Plantaginaceae, Antirrhineae) (Olmstead i sar., 2001; Oxelman i sar., 
2005) (slika 1). 

 

      
Slika 1. Linaria vulgaris Mill. Foto: Ana Sedlarević Zorić.  
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 Linaria vulgaris je prirodno rasprostranjena na području Evrope i severne Azije. Raste 
na livadama, pašnjacima, uz puteve, nasipe, duž pruge i rubova šuma, često u velikim 
skupinama, od nizina do 1600 m nadmorske visine, uglavnom na peskovitim ili šljunkovitim 
zemljištima. Izvorna rasprostranjenost L. vulgaris obuhvata umerene oblasti Evrope i Azije. Ova 
biljna vrsta se širi preko severne, centralne i južne Evrope ka Skandinaviji i Britanskim 
ostrvima, uključujuc i Balkan i Mediteran, a dalje do Turske i jugozapadne oblasti Rusije i Kine 
(Saner i sar., 1995; CABI. 2022; ISSG 2022). Introdukovana je u Severnu Ameriku, gde je postala 
naturalizovana širom SAD i Kanade, osim severozapadne teritorije Kanade. Značaj ove biljne 
vrste nije samo u hortikulturi, već i u narodnoj medicini. U 16. veku baštovani su bili podsticani 
da uzgajaju L. vulgaris zbog lepote cveta i privlačenja oprašivača, ali ubrzo su upozoravali na 
„onog đavola žutog lana koji potiskuje druge vredne biljke“ (Mitich, 1993). U Severnu Ameriku 
uneli su ga doseljenici u 17. veku, a već krajem 19. veka počeo je da se širi nekontrolisano (Mack, 
2003).  

Linaria vulgaris je invazivna biljna vrsta, veoma prilagodljiva razlic itim okruz enjima, 
generalista za stanis te, pionirska vrsta u narus enim podruc jima, vis egodis nja biljka sa visokim 
reproduktivnim potencijalom i genetic kom varijabilnos c u. Ima negativan uticaj na lokalnu 
z ivotnu sredinu i na agroekonomiju, a ishodi njenog uticaja su promena ekosistema i izmena 
stanis ta, formiranje monokulture, smanjenje izvornog biodiverziteta, kao i pretnja po nativne 
biljne vrste.  

Rhinusa pilosa (Gyllenhal, 1838) (Coleoptera, Curculionidae) je univoltinski z iz ak (sa 
jednom generacijom godis nje) koji pripada tribusu Mecinini. To je monofagna vrsta koja polaz e 
jaja iskljuc ivo na L. vulgaris (Gassmann i sar., 2014) (slika 2). U istraz ivanju 20 vrsta i podvrsta 
iz roda Linaria iz 290 populacija, ukljuc ujuc i tri grupacije u kojima se L. genistifolia i L. vulgaris 
pojavljuju simpatric no (postoje na istom geografskom podruc ju i c esto se zajedno susrec u), R. 
pilosa je primec ena iskljuc ivo na L. vulgaris. 

 

 
Slika 2. Galikolni insekt Rhinusa pilosa Gyll. Foto: Ivo Tos evski. 

 

Rhinusa pilosa izlaze iz dijapauze u kasnu zimu ili rano prolec e, između marta i maja, s to 
se poklapa sa ranim prolec nim rastom biljaka (slika 3). Jedinke se potom hrane 3-5 dana 
prolec nim izdancima i listovima biljaka pre nego s to poc nu da kopuliraju. Z enke poc inju sa 
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ovipozicijom desetak dana kasnije, s to se obic no odigrava u aprilu ili maju. Z enka progriza 
„kanal za ovipoziciju" na stablu biljke-domac ina i polaz e jaje u sunđerasto tkivo (srz ) apikalnog 
dela izdanka mlade biljke (Barnewall i sar., 2012). Na temperaturi od 22°C jaja c e se izlec i za 
osam dana, a z enke z is ka obic no poloz i 3-5 jaja u stablo lanilista. Tokom procesa ovipozicije 
z enka izluc uje bistru tec nost – cecidogen. Larve R. pilosa kompletiraju razvic e kroz tri larvene 
faze, i hrane se biljnim tkivom unutar biljne gale. 

 

 
Slika 3. Godis nji z ivotni ciklus z is ka Rhinusa pilosa: 1- R. pilosa polaz e jaja u mlado stablo z utog lanilista 

na prolec e; 2- gale poc inju da se razvijaju nakon ovipozicije; 3- jaje R. pilosa u gali (zaokruz eno); 4, 5, 6- larve R. 
pilosa 1., 2. i 3. stepena razvoja u gali; 7– adulti z is ka R. pilosa spremni da izađu iz gale; 8- adulti R. pilosa prezimljuju 
u obliz njem zemljis tu. Prilagođeno iz De Clerck-Floate, 2019. 

 

Gale su globularne, okrugle ili duguljaste, i javljaju se između sredine i vrha mladog 
stabla (slika 4). Nastanak biljnog galoznog tkiva je podstaknut poloz enim jajima, a prve 
promene biljnog tkiva postaju vidljive oko 48 sati nakon s to z enka poloz i jaja. Novorazvijene 
odrasle jedinke ostaju u gali, i hrane se oko 10-15 dana pre nego s to progrickaju izlazne rupe 
kroz zid gale i izađu u spoljas nju sredinu. Smatra se da je ishrana adulta unutar gale od 
presudnog znac aja za prez ivljavanje z iz aka tokom zimske dijapauze. Ceo preadultni z ivotni 
ciklus R. pilose od jajeta do adulta traje 55-65 dana, i u potpunosti se odvija u gali. Nakon s to 
nove odrasle jedinke izađu iz gale, hrane se stablom biljaka-domac ina jos  desetak dana pre nego 
s to potraz e odgovarajuc a mesta u tlu za opstanak do zime. 
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Slika 4. Ovipozicija z enke Rhinusa pilosa u apikalnoj meristemskoj zoni stabla mlade biljke L. vulgaris, i 

gala nastala ovipozicijama ovog z is ka. Foto: Ivo Tos evski i Ana Sedlarevic  Zoric . 
 

 

1.1. Biotički stres kod biljaka 
 

Stres kod biljaka se definis e kao narus avanje metabolic ke homeostaze biljke usled 
negativnog delovanja spoljas njih faktora ili organizama na biljku i zahteva prilagođavanje 
metabolic kih puteva novim uslovima sredine (Shulaev i sar., 2008). Biljke ne mogu izbec i 
nepovoljne uslove okoline, pa su razvile sloz ene mehanizme adaptacije kako bi opstale u 
promenljivom okruz enju. Razlikujemo dve vrste stresa: abiotic ki, izazvan faktorima z ivotne 
sredine (sus a, vis ak vode, salinitet, visoka temperatura, ultraljubic asto zrac enje, niska 
temperatura, tes ki metali), i biotic ki stres, uzrokovan patogenim ili parazitskim organizmima, 
kao s to su bakterije, gljive, artropode, virusi i ostali organizmi. Nepovoljni sredinski uslovi za 
rastenje, kao s to su ekstremne temperature, nedostatak hranljivih materija, sus a i 
kontaminacija zemljis ta visokim koncentracijama soli i metala, smatraju se glavnim abiotic kim 
faktorima koji ne samo da mogu da ogranic e rastenje i razvic e biljaka, vec  određuju i njihovu 
geografsku rasprostranjenost (Krasensky i Jonak, 2012; Ghori i sar., 2019; Zhang i sar., 2023; El-
Sappah i sar., 2024; Abbas i sar., 2021). Gljivic ni paraziti mogu izazvati vaskularno uvenuc e 
biljaka domac ina i pege na listovima (Laluk i Mengiste, 2010); nematode se hrane delovima 
biljaka i prvenstveno izazivaju bolesti koje se prenose preko zemljis ta, s to dovodi do nedostatka 
hranljivih materija, usporavanja rasta i posledic nog uvenuc a (Jones i sar., 2013); virusi su 
takođe sposobni za lokalna i sistemska os tec enja koja rezultiraju hlorozom i zaostajanjem u 
razvoju (Pallas i Garcí a, 2011); grinje i insekti interaguju sa biljnim tkivom tako s to se hrane ili 
polaz u jaja u biljna tkiva (Hilker i Meiners, 2002). Tokom miliona godina zajednic ke evolucije 
sa drugim organizmima, biljke su se razlic itim mehanizmima prilagodile kako bi izbegle napade 
intrudera i smanjile efekat herbivorije na svoje prez ivljavanje. 
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Insekti predstavljaju jedan od najznac ajnijih faktora biotic kog stresa za biljke; s obzirom 
na to da se skoro polovina od oko milion poznatih vrsta insekata hrani biljnim tkivima 
(Eggleton, 2020), direktno utic u na vitalnost biljaka i stabilnost ekosistema. Buduc i da biljke ne 
mogu izbec i napade herbivora koji os tec uju biljne organe, na taj nac in se direktno narus ava 
metabolic ka homeostaza biljke i ugroz ava njeno rastenje i razvic e. Napad insekta na biljku nije 
samo mehanic ko os tec enje tkiva, vec  predstavlja specific an biohemijski dijalog u kojem biljke 
prepoznaju specific ne hemijske signale (elicitore) iz oralnog sekreta ili ovipozicijske tec nosti 
insekata, razlikuju tip napada (npr. grickanje lista ili polaganje jaja), i aktiviraju sloz ene signalne 
mrez e koje pokrec u efikasne odbrambene mehanizme (Jones i sar., 2022; Wang i sar., 2023; 
Prajapati i sar., 2024). 

U s irem smislu, insekti nisu samo spoljni faktori koji utic u na razvic e biljaka, vec  
integralni deo ekosistema, a njihova aktivnost oblikuje ekonomsku stabilnost, dostupnost hrane 
i odrz ivost poljoprivrede (Jankielsohn, 2023; Barraga n-Fonseca i sar., 2025; Ma i sar., 2025). 
Prema savremenim procenama, insekti i patogeni uzrokuju globalne gubitke poljoprivrednih 
prinosa kod pet kljuc nih useva (ps enica, pirinac , kukuruz, krompir i soja) u opsegu od 17% do 
c ak 30% (Savary i sar., 2019). Takođe, globalno zagrevanje direktno povec ava s tetno dejstvo 
insekata na useve ps enice, pirinc a i kukuruza (Deutsch i sar., 2018), sa procenom da c e gubici 
prinosa rasti za 10-25% po svakom stepenu globalnog zagrevanja. S druge strane, usko 
specific ne interakcije mogu imati znac ajnu primenu u suzbijanju invazivnih biljnih vrsta koji 
potiskuju autohtone vrste. Uvođenje paz ljivo odabranih insekata, specific nih za određenu 
invazivnu vrstu, predstavlja oblik ekolos ki odrz ive, tzv. zelene tehnologije kontrole korova 
(biolos ka kontrola) (Harris, 1993). Na taj nac in biokontrola ne samo da smanjuje 
rasprostranjenost invazivnih vrsta, vec  istovremeno doprinosi oc uvanju ekolos ke ravnotez e i 
stabilnosti ekosistema (McEvoy, 1996; Tos evski i sar., 2018). 

Na planeti postoji oko milion vrsta insekata, i skoro polovina njih se hrani biljkama. 
Interakcije između biljaka i insekta obuhvataju s irok spektar ekolos kih odnosa, od mutualizma 
do parazitizma (slika 5). Odbrambeni odgovor biljke poc inje preciznim prepoznavanjem 
stresora, nakon c ega se aktivira signalna kaskada koja prenosi informacije i dovodi do promene 
transkripcije i sinteze odbrambenih jedinjenja (Wu i Baldwin, 2010). Biljke, kada detektuju 
fizic ke i hemijske signale usled kontakta sa biljojedima (poput elicitora u oralnom sekretu 
insekata ili jedinjenja u ovipozicijskoj tec nosti), znac ajno preoblikuju svoj metabolizam kako bi 
pokrenule efikasne odbrambene mehanizme (Hilker i Fatouros, 2015). Efikasna otpornost 
biljaka namec e pritisak selekcije na biljojede, koji zauzvrat razvijaju nac ine da ometaju 
odbrambene mehanizme ili se prilagode s tetnom uticaju biljnih metabolita. Uzajamni odnosi, 
ostvareni kroz procese kao s to su opras ivanje i herbivorija, igraju vaz nu ulogu u 
reproduktivnom uspehu biljnih vrsta (Motta i sar., 2022). Bilo da su zasnovani na međusobnoj 
koristi ili antagonizmu, ovakve interakcije predstavljaju vaz ne pokretac e opstanka biljnih 
populacija, doprinosec i raznovrsnosti njihovih adaptivnih strategija (Stahl i sar., 2018). 
Posebno znac ajan model za razumevanje fundamentalnih odbrambenih mehanizama biljaka u 
uslovima biotic kog stresa jesu specijalizovane interakcije između galikolnih insekata i njihovih 
biljaka-domac ina. U zavisnosti od tipa interakcije sa herbivorima, biljke razvijaju razlic ite 
odbrambene strategije koje obuhvataju konstitutivne mehanizme (fizic ke barijere i toksic na 
jedinjenja), ali se c esto dopunjuju indukovanim odgovorima. Direktne odbrane ukljuc uju 
povec anu akumulaciju toksic nih sekundarnih metabolita (alkaloidi, fenoli, terpenoidi) i sintezu 
inhibitora proteinaza koji blokiraju probavne enzime u crevima insekata, dok se indirektne 
odbrane manifestuju kroz emisiju isparljivih organskih jedinjenja (volatile organic compounds, 
VOCs) koja privlac e prirodne neprijatelje herbivora (Mitho fer i Boland, 2012; War i sar., 2012) 
(slika 5). 
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Biljke i insekti biljojedi zajedno su evoluirali milionima godina, i smatra se da su ove 
interakcije stvorile veliku raznovrsnost biljnih i zglavkarskih vrsta koje naseljavaju nas u 
planetu. Koevolucija biljaka i biljojeda je primer biotic kog stresa koji vodi ka stabilnoj i 
dugoroc noj koegzistenciji. Ovi procesi nisu međusobno iskljuc ujuc i, vec  naprotiv, biotic ki stres 
koji izazivaju herbivori narus ava metabolic ku homeostazu biljke i time stvara snaz an selekcioni 
pritisak neophodan za pokretanje koevolutivnih promena (Gatehouse, 2002). 

 

 
Slika 5. Razlic iti tipovi interakcija biljaka sa gljivama, virusima, bakterijama, nematodama, grinjama i 

insektima) u ekosistemu (predatorstvo, mutualizam, komensalizam, amensalizam, parazitizam). Ovi odnosi 
ukljuc uju i sintezu brojnih sekundarnih metabolita. Slika napravljena preko BioRender.com. 

 
 

1.1.1. Herbivorija 
 
Biljka ne odgovara iskljuc ivo na fizic ko os tec enje i narus avanje strukture tkiva, vec  

poseduje sposobnost da razlikuje mehanic ko os tec enje od napada herbivora (Wu i Baldwin, 
2009, 2010; Hilker i Meiners, 2010). Ovaj proces percepcije odvija se kroz nekoliko faza, gde i 
pre samog napada herbivora biljka moz e osetiti dodir insekta ili „otiske stopala”, s to moz e 
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izazvati rane fiziolos ke promene poput akumulacije gama-aminobuterne kiseline (Bown i sar., 
2006). Mnoge biljke detektuju specific ne hemijske signale (elicitore) u tec nosti kojom insekti 
pric vrs c uju jaja za list (npr. bruhini), s to sluz i kao upozorenje na predstojec i napad gusenica 
koje c e se izlec i (Doss i sar., 2000). Kljuc ni trenutak je prepoznavanje molekularnih obrazaca 
povezanih sa herbivorima (eng. herbivory-associated molecular patterns, HAMPs) (Felton i 
Tumlinson, 2008; Mitho fer i Boland, 2008; Basu i sar., 2018). Ovi elicitori se nalaze u oralnom 
sekretu insekata, koji predstavlja sloz enu smes u izluc evina pljuvac nih z lezda i sadrz aja iz 
digestivnog trakta. Ova jedinjenja imaju kljuc nu ulogu u interakciji biljka-insekt jer sadrz e 
molekule koji utic u na otpornost biljke. Prepoznavanje HAMP-ova, kao s to su volicitin ili 
inceptini, aktivira odbrambene odgovore u vidu povec anja nivoa kalcijuma, proizvodnje 
reaktivnih vrsta kiseonika (ROS-a) i luc enja odbrambenih hormona u biljci (Prajapati i sar., 
2024). 

Nakon percepcije elicitora, u biljnim c elijama se pokrec e kaskada brzih signala. 
Depolarizacija c elijske membrane i povec anje intracelularne koncentracije kalcijuma su 
najraniji odgovori koji se javljaju u roku od nekoliko minuta na mestu os tec enja (Maffei i sar., 
2004; Vincent i sar., 2017). Aktivacija MAP kinaza (eng. Mitogen-Activated Protein kinase), kao 
s to su SIPK (salicylic acid-induced protein kinase) i WIPK (wound-induced protein kinase), 
prenose signal dalje u unutras njost c elije, regulis uc i ekspresiju odbrambenih gena i dovodec i 
do brze sinteze jasmonske kiseline (JA), salicilne kiseline (SA) i etilena (Pedley i Martin, 2005; 
Wu i sar., 2007). Prema dostupnim literaturnim podacima, proces herbivorije moz e dovesti do 
poremec aja redoks homeostaze u biljnim tkivima. Pokazano je da dolazi do akumulacije 
vodonik peroksida, molekula sa dvostrukom funkcijom: on deluje kao direktni toksin, ali 
istovremeno i kao sekundarni glasnik u koordinaciji odbrambenih odgovora biljke (Orozco-
Ca rdenas i sar., 2001). Ipak, sveobuhvatne analize koje sistematski razmatraju indukciju 
promena u antioksidativnom metabolizmu u modelu insekt–biljka, posebno u kontekstu 
herbivorije, i dalje su retke u literaturi. 

 
 

1.1.2. Formiranje, razviće i adaptivni značaj gala 
 
Gale su jedinstvene, karakteristic ne biljne strukture formirane abnormalnim razvojem 

biljnih organa koji nastaje uvec anjem c elija (hipertrofija) i/ili njihovim ubrzanim deobama 
(hiperplazija). Zbog nac ina na koji nastaju, gale se definis u i kao pros ireni fenotip biljke-
domac ina, jer biljka pod spoljnim uticajem gradi strukture koje u normalnim uslovima ne bi 
razvila (Pan i sar., 2015). Ove tvorevine, koje nastaju ektopic nom proliferacijom i ekspanzijom 
c elija, mogu indukovati razlic iti parazitski ili patogeni organizmi, ukljuc ujuc i viruse, 
mikoplazme, bakterije, gljive, nematode, grinje i insekte (Shorthouse i Rohfritsch, 1992; Dreger-
Jauffret, 1992; Stone i Scho nrogge, 2003; Mani, 2013; de Oliveira i dos Santos Isaias, 2025) (slika 
6).  

Iako razlic iti organizmi mogu izazvati formiranje gala, insekti se izdvajaju kao primarni 
i najznac ajniji inicijatori razvic a ovih struktura. Procenjeni broj insekata koji indukuju 
formiranje gala (galikolnih insekata) je od 21,000 do 211,000 vrsta (Price i sar., 1987; Espí rito-
Santo i Fernandes, 2007). Oni poseduju sposobnost da putem specific nih hemijskih i 
mehanic kih signala reprogramiraju razvojne puteve biljke-domac ina (Stone i Scho nrogge, 
2003; Espí rito-Santo i Fernandes, 2007; Raman, 2011; Mani, 2013). Iako se skoro 50% poznatih 
vrsta insekata hrani biljkama, samo mali broj njih indukuje ove visoko specijalizovane strukture 
(Eggleton, 2020). U poređenju sa svojim srodnicima koji ne izazivaju gale, oni c esto pokazuju 
sofisticiranu biologiju i fiziologiju, s to ih c ini efikasnijim korisnicima biljaka-domac ina (Raman, 
2011).  
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Gale se mogu formirati na listovima, stablima, pupoljcima, plodovima ili korenu, a 
morfogenetske promene su izrazito species-specific ne, s to znac i da su rezultat interakcije tac no 
određene vrste induktora sa određenom vrstom biljke-domac ina (Raman, 2011; Harris i 
Pitzschke, 2020) (slika 6). Zas to su galikolni insekti vezani za određenu biljnu vrstu ostaje i dalje 
nepoznato, iako se pretpostavlja da indukcija ovog procesa zahteva specific ne molekularne 
signale koji se mogu pokrenuti jedino određenom vrstom insekata na određenoj biljnoj vrsti 
(Raman, 2021). 

 

 
Slika 6. Na razlic itim delovima biljke nastaju razlic iti tipovi gala, nastale delovanjem razlic itih induktora. 

Prilagođeno iz Harris i Pitzschke, 2020. 

 

Mnoge gale imaju jedinstvene oblike, i pruz aju sklonis te i hranljive materije 
organizmima-induktorima (slika 7). Uprkos visokoj specific nosti odnosa induktora i biljke 
domac ina, gotovo 15.000 vaskularnih biljnih vrsta s irom sveta, od c etinara do cvetnica, su 
domac ini galikolnih insekata (Espí rito-Santo i Fernandes, 2007). Ovi organizmi su obic no 
specific ni za određene organe i tkiva domac ina (Shorthouse i sar., 2005; Miller i Raman, 2019), 
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i koriste sposobnost biljke da odgovorom na uljeza c ak i diferencirana tkiva prevede u stadijum 
meristema. Sposobnost indukcije gala prisutna je kod određenih porodica artropoda unutar 
nekoliko klasa: Acari (eriofioidne grinje), Thysanoptera (tripsi), Hemiptera (stenice i lisne vas i), 
Diptera (dvokrilci), Lepidoptera (leptiri i moljci), Coleoptera (tvrdokrilci) i Hymenoptera 
(opnokrilci). Među njima, predstavnici određenih porodica unutar redova Hemiptera, Diptera, 
Lepidoptera i Coleoptera (Curculionidae) indukuju gale procesom hranjenja svojih larvi 
(Tos evski, 2015), dok je kod Himenoptera inicijacija gala povezana sa ovipozicijom, tako s to 
z enka koja polaz e jaja ubacuje svoj ovipozitor u biljno tkivo i ispus ta bistru tec nost (cecidogen) 
zajedno sa jajima (Bronner, 1985; Shorthouse i Floate, 2010). Ove specijalizovane interakcije 
predstavljaju jedinstven primer koevolucije, gde insekti oblikuju morfologiju biljke, a biljka 
istovremeno obezbeđuje resurse i zas titu za induktora gala. Gale nisu samo patolos ka promena, 
vec  visokospecijalizovane strukture koje organizmu-induktoru pruz aju sigurno sklonis te i 
bogat izvor hranljivih materija. Sposobnost insekata da diferencirana biljna tkiva vrate u 
stadijum meristema (stanje ubrzanog rasta nediferenciranih c elija) c ini ih jednim od 
najefikasnijih korisnika resursa biljke-domac ina (Raman i sar., 2005). 

Gale izazvane insektima privukle su paz nju mnogih istraz ivac a zbog svojih jedinstvenih 
oblika i s irokog spektra varijacija oblika, boja i velic ina (slika 7). Iako gale c esto podsec aju na 
plodove ili cvetne pupoljke, njihova morfologija se znac ajno razlikuje od morfologije ovih biljnih 
organa. Stoga se c ini da insekti koji izazivaju formiranje gala preuzimaju sistem razvoja biljaka 
kako bi stvorili novu strukturu u biljkama, proizvodec i stimuluse koji pokrec u i razvoj i 
odrz avanje galoznog tkiva. Zanimljivo je da se fitohormoni, kao s to su indol sirc etna kiselina i 
citokinini, detektuju u vec im koncentracijama kod galikolnih insekata nego u galama stvorenim 
na biljkama domac inima (Tooker i De Moraes, 2011; Yamaguchi i sar., 2012; Tanaka i sar., 2013; 
Andreas i sar., 2020; Ponce i sar., 2021;). Takođe, podaci sugeris u da su određene aminokiseline, 
proteini i njihovi derivati, poput peptida i proteinskih efektora, moguc i signali za indukciju 
galoznog tkiva (Stone i Scho nrogge, 2003; Hogenhout i Bos, 2011; Zhao i sar., 2015; Korgaonkar 
i sar., 2021). Ovi rezultati sugeris u da supstance koje se prenose na biljke preko ovipozitora, ili 
izluc ene iz pljuvac ke larve i/ili izluc evina larvi, indukuju reprogramiranje razvic a biljnih c elija 
(Stone i Scho nrogge, 2003; Barnewall i sar., 2012; Giron i sar., 2016). 

 

 
Slika 7. Gale nalik cvetu (A) i plodu (B). Prilagođeno iz Schultz i sar., 2019. 

 

A B
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Evolucioni put biljnih gala i njihova kompleksna ekolos ka istorija najjasnije se ogledaju 
u bogatim fosilnim zapisima koji svedoc e o istoriji interakcije između biljaka i artropoda. Ovi 
zapisi nam govore o izuzetnoj starosti ove interakcije- najstarija poznata gala je pronađena na 
fosilnim ostacima jetrenjac a (grupa briofita) iz perioda srednjeg devona od pre 385 miliona 
godina (Labandeira, 2021). Iako su ove strukture prisutne stotinama miliona godina, tek tokom 
perioda krede su postale uobic ajena pojava, u vreme diverzifikacije biljaka cvetnica i insekata 
biljojeda (Redfern, 2011). Darvin je bio zaintrigiran galama uzrokovanim insektima i njihovoj 
velikoj slic nosti sa cvetovima i plodovima (Darwin, 1868). Takođe je primetio i slic nost između 
određenih gala i plodova u broju, sloz enosti i rasporedu unutras njih slojeva tkiva. On je napisao: 
„Svuda oko nas možemo da vidimo bezbrojna prilagođavanja i strategije za preživljavanje, koje 
opravdano izazivaju veliko divljenje svakog posmatrača. Postoji, na primer, muva (Cecidomyia) 
koja polaže svoja jaja u prašnike biljki iz roda zevalica (Scrophularia), i luči otrov koji proizvodi 
gale, kojom se larva hrani. Postoji još jedan insekt (Misocampus) koji polaže svoja jaja u telo larve 
unutar gale, i tako se hrani svojim živim plenom; tako da ovde himenopterusni insekt zavisi od 
insekta dvokrilca, a sve ovo zavisi od njegove moći da proizvede abnormalni rast biljnog tkiva u 
određenom organu određene biljke” (Darwin, 1868). 

Smatra se da je sposobnost formiranja gala na biljkama evoluirala nezavisno i vis e puta 
unutar klase Insecta, s to dodatno potvrđuje visoku adaptivnu vrednost ovog nac ina z ivota 
(Cook i Gullan, 2004). Koegzistencija biljaka i insekata tokom vis emilionske evolutivne 
hronologije dovela je do razvoja sofisticiranog specijalizovanog metabolizma, koji je biljkama 
omoguc io da odgovore na ekolos ke izazove i pretnje herbivora. 

Gale predstavljaju raznolike abnormalne izrasline na biljkama, c ija se morfologija i 
unutras nja organizacija bitno razlikuju u zavisnosti od toga da li ih indukuju mikroorganizmi ili 
insekti. Postoji sus tinska razlika u sloz enosti gala zavisno od induktora, gde u sluc aju mikrobnih 
gala (primer Agrobacterium tumefaciens) nastaju tumorska tkiva usled nekontrolisanih deoba 
c elija bez jasnog s ablona, dok su gale insekata sloz ene i uređene strukture. 

Agrobacterium tumefaciens je fitopatogena zemljis na bakterija koja izaziva formiranje 
gala poznatih kao tumori (crown gall) na velikom broju biljnih vrsta (Gelvin, 2003) (slika 8).  

 

 
Slika 8. Tumorske izrasline (crown gall) na razlic itim biljnim vrstama (vinova loza, ruz a, c etinari) nastale 

interakcijom bakterije A. tumefaciens i biljke. Izvor slika: Wikipedia. 
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A. tumefaciens uzrokuje bolest krunskih gala (engl. crown gall disease), koja se 
manifestuje formiranjem tumora na mestu infekcije biljke. Gale nastaju kada bakterija prenese 
specific ni T-DNK segment sa Ti (tumor-inducing) plazmida u nuklearni biljni genom (Larebeke, 
1974). Integracija T-DNK dovodi do ekspresije gena za biosintezu auksina i citokinina, c ime se 
stvara hormonska neravnotez a koja u biljci dovodi do nekontrolisane deobe c elija, s to rezultira 
stvaranjem gala (Gohlke i Deeken, 2014; Mashiguchi i sar., 2019). Pored toga, pojedini geni iz T-
DNK regiona kodiraju sintezu opina, jedinjenja koja bakterija koristi kao izvor ugljenika i azota, 
stvarajuc i tako sebi specific nu ekolos ku nis u (Escobar i Dandekar, 2003). Njena jedinstvena 
sposobnost da transformis e c elije domac ina c ini je jednim od najfascinantnijih organizama u 
biologiji biljaka (Pa curar i sar., 2011). Ona predstavlja prvi i najpoznatiji primer horizontalnog 
transfera gena između razlic itih domena z ivog sveta- bakterija i eukariota. Ovaj mehanizam je 
iskoris c en tako s to su tumorski geni A. tumefaciens zamenjeni genima od interesa, c ime je 
Agrobacterium postao glavno sredstvo za stvaranje transgenih biljaka (Gohlke i Deeken, 2014). 
Danas je transformacija pomoc u bakterija roda Agrobacterium standardna metoda u 
biotehnologiji biljaka, jer omoguc ava stabilnu integraciju stranog DNK u hromozome biljaka i 
time postaje osnova genske manipulacije i oplemenjivanja useva (Pa curar i sar., 2011; Aliu i sar., 
2024). 

Među galama koje indukuju razlic iti organizmi, gale insekata se izdvajaju kao izuzetno 
sloz eno organizovane strukture u kojima se diferencira vis e specijalizovanih tipova tkiva (Stone 
i Scho nrogge, 2003; Giron i sar., 2016). Gale insekata su atipic ne biljne izrasline koje nisu 
posledica neorganizovane proliferacije c elija bez obrasca, kao s to je primec eno kod mikrobnih 
gala. Naprotiv, svaka vrsta insekata oblikuje karakteristic nu galu, c ak i u sluc aju kada srodne 
vrste insekata napadaju istu biljku, s to sugeris e da svaka vrsta insekata daje jedinstvena 
uputstva za reprogramiranje razvojnih puteva biljke (Cook i Gullan, 2008; Hearn i sar., 2019; 
Martinson i sar., 2022). Gale insekata krec u se po sloz enosti od relativno jednostavnih gala 
minera lista (Guiguet i sar., 2018), preko gala uvijenog lista, do sloz enih struktura u kojima su 
galikolni insekti u potpunosti zatvoreni biljnim tkivom (Dreger-Jauffret i Shorthouse, 1992; 
Guiguet i sar., 2019). Najsloz enije strukture biljnih gala indukuju galikolne ose, mus ice i lisne 
vas i, gde gale imaju vancvetne nektarije (sluz e kao „sekundarni mamci“ za predatore i 
parazitoide, privlac ec i ih da s tite galu od herbivora) i sloj dlaka, bodlji i lepljive smole (stvaraju 
fizic ku i hemijsku barijeru) (Price i sar., 1987; Stone i Scho nrogge, 2003; Wool, 2004) (Slika 7). 
Takve gale nisu samo pasivne strukture, vec  funkcionis u kao mali ekosistemi u kojima se 
preplic u interesi biljke, insekta-induktora i drugih organizama. Kompleksne gale insekata 
sastoje se od razlic itih tipova tkiva (tkiva koja sluz e za ishranu i tkiva za zas titu) (Stone i 
Scho nrogge, 2003; Heil, 2016).  

Na osnovu morfolos kih karakteristika i tipova c elija koje c ine galu, razvijene su tri glavne 
hipoteze o adaptivnom znac aju ovih strukura za galikolne insekate: hipoteza o nutrijentima 
(hranljivim materijama), hipoteza o mikrookruz enju i hipoteza o neprijatelju (Price i sar., 1987; 
Stone i Scho nrogge, 2003). Hipoteza o hranljivim materijama objas njava da gale sluz e kao izvor 
hranljivih materija za insekte tokom njihovog razvic a, gde galikolni insekti manipulis u biljnim 
tkivom tako da ono akumulira aminokiseline i fotoasimilate, pretvarajuc i galu u organe 
potros ac e metabolita (uvir tkiva), obezbeđujuc i hranljive materije sve dok se juvenilni stadijumi 
insekata razvijaju u gali. U sluc aju gala na listovima izazvanih lisnim vas ima, utvrđeno je da 
akumuliraju mnogo vec e kolic ine aminokiselina u odnosu na intaktne listove, s to sugeris e da 
gale obezbeđuju izvor azota za insekte koji indukuju galu (Koyama i sar., 2004; Suzuki i sar., 
2009). Fotoasimilati se akumuliraju u nekim galama izazvanim lisnim vas ima, s to sugeris e da 
mogu delovati kao organi potros ac i (Larson i Whitham, 1991; 1997). Moljci Caloptilia 
cecidophora i Borboryctis euryae ne mogu da zavrs e svoj larveni period bez hranjenja galoznim 
tkivom, s to ukazuje da su ovi galikolni insekti izgubili sposobnost prez ivljavanja bez specific nih 
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nutrijenata iz galoznog tkiva (Kawahara i sar., 2017; Li i sar., 2021). Hipoteza o neprijatelju 
sugeris e da su gale biljne tvorevine koje sluz e za fizic ku zas titu insekta od predatora i patogena. 
Mnoge gale su zatvorene strukture sa lignifikovanim c elijskim zidom koji sluz i kao barijera od 
napada nespecijalizovanih neprijatelja (Price i Pschorn-Walcher 1988; Hawkins, 1997). 
Hipoteza o mikrookruz enju pretpostavlja da galozno tkivo s titi insekte od abiotic kog stresa, kao 
s to su ekstremne temperature i nepovoljna vlaz nost vazduha, obezbeđujuc i stabilnije uslove za 
razvoj unutar same strukture (Cornell, 1983; Blanche, 2000). 

Kada insekti napadaju biljke, oni imaju pristup unutras njim tkivima biljke stvarajuc i 
fizic ke otvore koji podsec aju na mehanic ko povređivanje. Istraz ivanjima je pokazano da 
mehanic ko ranjavanje i infestacija insekata izazivaju razlic ite reakcije biljke zbog kljuc ne uloge 
oralnog i ovipozicionog sekreta insekata u procesu infestacije biljke-domac ina (Reymond i sar., 
2004; Devoto i Turner, 2005; Qi i sar., 2016; Howe i Jander, 2008). Kako bi se formirale 
jedinstvene strukture gala, veruje se da insekti-induktori gala luc e određene efektorske 
molekule i menjaju razvojne programe biljke-domac ina, a precizni molekularni mehanizmi 
indukcije i razvoja gala jos  uvek nisu u potpunosti razjas njeni (Schultz i sar., 2019; Takeda i sar., 
2021; Desnitskiy i sar., 2023). Prvi korak c esto podrazumeva mehanic ko ranjavanje i 
ubrizgavanje salivarnih sekreta (cecidogena) koji izazivaju hemijski šok u biljnim c elijama 
(Raman, 2011). Ovaj s ok dovodi do osmotskih promena i metaplazije, tj. transformacije 
pojedinih c elija u hranljiva tkiva. Kljuc ni citolos ki procesi ukljuc uju hipertrofiju i hiperplaziju, 
dok ROS deluju kao prvi signalni molekuli za reprogramiranje razvojnih puteva biljke (Oliveira, 
2016). Kada je intenzitet s oka nizak, dolazi do formiranja gale; kada je visok, c elije odumiru i 
biljka odbacuje induktora. Tokom hranjenja, osmotski stres traje sinhrono sa z ivotnim ciklusom 
insekta, utic uc i na transport protona, aktivnost auksina i razgradnju c elijskog zida, c iji 
fragmenti dalje deluju kao elicitori. 

 Gale predstavljaju fascinantan primer reprogramiranja biljnog genoma, gde strani 
organizmi utic u na to da biljka formira potpuno nove, specijalizovane organe koji sluz e 
induktoru (insektu) za ishranu i zas titu (Harris i Pitzschke, 2020). Proces poc inje 
prepoznavanjem reaktivnih biljnih tkiva od strane induktora gale, nakon c ega polaganje jaja ili 
hranjenje pokrec e kaskadu molekularnih događaja (Oliveira i sar., 2016). Istraz ivanja na modelu 
hesenske muve (Mayetiola destructor) otkrila su stotine kandidata za efektore, molekule kojima 
insekti direktno manipulis u biljkom (Chen i sar., 2008; Zhao i sar., 2015b; Giron i sar., 2016). 
Identifikovani su brojni efektorni proteini, ukljuc ujuc i: SSGP-71 proteine, koji oponas aju biljne 
F-box-LRR proteine i manipulis u proteazomom domac ina (Zhao i sar., 2015); glukozo-oksidazu 
(GOX) i apirazu, enzime koji potiskuju odbrambene odgovore biljke razgradnjom signalnih 
molekula poput ATP-a i modulacijom SA/JA/ET signalizacije (Guiguet i sar., 2016); proteine koji 
vez u kalcijum, koji ometaju ranu signalizaciju kalcijumom aktiviranu herbivorijom (Giron i sar., 
2016); lipazi slic ne proteine, kljuc ne za uspostavljanje mesta hranjenja i citolos ke promene pri 
herbivoriji (Shukle i sar., 2009). 

 Proces razvoja gale se moz e podeliti na sledec e faze (Giron i sar., 2016): (1) luc enje 
signalnih molekula od strane insekta-induktora u mehanic ki os tec eno biljno tkivo, pri ishrani i 
ovipoziciji; (2) percepcija signala od strane biljke-domac ina; (3) regeneracija i diferencijacija 
biljnih c elija, i (4) organizacija galoznog tkiva. Tokom ovih procesa, insekti treba da potisnu 
odbrambene reakcije biljke-domac ina. Pretpostavlja se da galikolni insekti imaju sposobnost da 
luc e određene efektore (ukljuc ujuc i biljne hormone) u biljna tkiva koristec i svoje usne organe 
ili ovipozitore, kako bi izazvali stvaranje gala u biljci-domac inu (Matsukura i sar., 2009; 
Yamaguchi i sar., 2012; Giron i sar., 2016; Ponce i sar., 2021). Kako bi indukovali sloz ene 
strukture gala, galikolni insekti poseduju mehanizme kojima kontrolis u c elijsku mas ineriju 
svojih domac ina u svoju korist. Genetskim NGS analizama (eng. Next Generation Sequencing) 
omoguc eno je da se identifikuju i opis u molekularni mehanizmi i genetski putevi u razlic itim 
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biljkama, ukljuc ujuc i galikolne insekte i njihove biljke-domac ine. Komparativna analiza 
transkriptoma c etiri razlic ite vrste lisnih gala izazvanih insektima na c etiri biljne vrste (Takeda 
i sar., 2019) pokazala je da je u gali: (i) smanjena ekspresija fotosintetskih gena, s to podrz ava 
hipotezu da se gale pretvaraju u tkiva potros ac e fotoasimilata (uvir tkiva), a ne u tkiva 
proizvođac e (izvor tkiva); (ii) povec ana ekspresija gena ukljuc enih u razvic e, c elijski ciklus i 
metabolizam fitohormona; i (iii) da je povec ana ekspresija oko 40 gena među kojima se 
izdvajaju kljuc ni regulatori nastanka matic nih c elija (CLE44, BAM3, WOXs) (Jun i sar., 2008; 
Yamaguchi i sar., 2016) i razvoja cvetnih organa (SEPALLATA, AGAMOUS, APETALA1) 
(O 'Maoile idigh i sar., 2014). 

Hormoni takođe imaju vaz nu ulogu u morfogenezi gala. Insekti ih mogu sintetisati de 
novo ili modifikovati njihovu ravnotez u u biljci (Tooker i Helms, 2014). Pokazano je da auksini 
indukuju hipertrofiju na mestu inicijacije gale i formiranje nutritivnog tkiva (Zhu i sar., 2011), a 
u sluc aju citokinina da njihove visoke koncentracije stimulis u deobu c elija i odrz avaju galu kao 
snaz anog potros ac a hranljivih materija (uvir) za hranljive materije, odlaz uc i tako starenje tkiva 
(Giron i sar., 2013). 

Među ostalim molekularnim faktorima indukcije gale, pokazano je da se i fenolna 
jedinjenja akumuliraju kako bi se neutralisale razlic ite ROS forme, i da utic u na aktivnost 
auksina a tako i na rastenje c elija (Isaias i sar., 2015; Bedetti i sar., 2014; Ferreira i sar., 2018). 
Takođe, mikroRNK su kljuc ni transkripcioni regulatori ekspresije i reprogramiranja gena pri 
galogenezi; na primer, miR159 i miR390/TAS3 su neophodni za formiranje gala na korenu 
Arabidopsis thaliana delovanjem nematode Meloidogyne incognita (Medina i sar., 2017). Pored 
toga, insektni mikroorganizmi poput simbiotic ke bakterije roda Wolbachia sp. mogu pomoc i 
insektima u manipulaciji biljnim metabolizmom putem citokinina (Kaiser i sar., 2010; Bansal i 
sar., 2014). 

Osim na morfolos ke promene biljnog tkiva, razvoj biljnih gala utic e na fiziolos ku 
dinamiku distribucije hranljivih materija unutar biljke između gale i susednih tkiva, gde gale 
postaju prioritetna mesta za akumulaciju resursa na rac un ostatka biljnog organizma (Castro i 
sar., 2012). Manipulacija biljnim tkivima od strane galikolnih insekata menja c elijski 
metabolizam ugljenih hidrata, podstic uc i galozno tkivo da deluje kao tkivo-potros ac  asimilata 
kako bi se ispunili energetski zahtevi herbivora i larvi unutar gale (Wingler i Roitsch, 2008). 
Ovaj efekat dovodi do akumulacije rastvorljivih jedinjenja kao s to su ugljeni hidrati i azot u 
galoznom tkivu, poboljs avajuc i tako nutritivni kvalitet mikrookruz enja gale (Hartley, 1998). 

 
 

1.2. Oksidativni stres i antioksidativni sistem u odgovoru na 
herbivoriju i galogenezu 

 
Herbivorija, a naroc ito specific an proces nastanka gala, izaziva znac ajne poremec aje u 

redoks homeostazi biljke, s to pokrec e sloz enu mrez u odbrambenih i signalnih mehanizama 
(Isaias i sar., 2015; Zebelo i Maffei, 2015; Mishra i sar., 2024). Dok herbivori uzrokuju mehanic ka 
os tec enja i uvode elicitore, galikolni organizmi preoblikuju metabolizam biljke-domac ina, 
pretvarajuc i tkiva u mesta intenzivnog oksidativnog stresa prac enog akumulacijom ROS-a 
(Kerchev i sar., 2012; Isaias i sar., 2015). 

Reaktivne vrste kiseonika (ROS) se sintetis u u biljnim c elijama kroz razlic ite reakcije kao 
deo metabolizma c elije, mada se stopa njihove proizvodnje povec ava u uslovima stresa (Mittler, 
2002; Asada, 2006; Navrot i sar., 2007; Suzuki i sar., 2011). Slobodni radikal je svaka hemijska 
vrsta (atom, jon ili molekul) sposobna za nezavisno postojanje (zato i termin slobodni) koja 
sadrz i jedan ili vis e nesparenih elektrona u poslednjem sloju (Halliwell, 2007). Prisustvo 
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nesparenog elektrona c ini radikale veoma reaktivnim i kratkoz ivec im. Kako bi se sprec ila 
interakcija između molekula radikala i biolos kih molekula, antioksidanti treba da budu u 
neposrednoj blizini mesta formiranja radikalskih vrsta, u konkurenciji sa slobodnim radikalima 
za biolos ki supstrat (Arora i sar., 2002). Ako antioksidant nije prisutan u dovoljnoj kolic ini da 
neutralis e ROS, dolazi do oksidacije biomolekula, poput peroksidacije lipida, os tec enja proteina 
(karbonilacije), oksidacije pojedinac nih nukleotida nukleinskih kiselina, inhibicije enzima i 
aktivacije apoptoze (Gill i Tuteja, 2010.). Antioksidant je stoga svaka supstanca koja, kada je 
prisutna u niskim koncentracijama u poređenju sa koncentracijama potencijalnog supstrata 
koji bi se oksidovao, odlaz e ili inhibira oksidaciju tog supstrata. Mehanizmi antioksidativnog 
delovanja mogu ukljuc ivati: uklanjanje O2; uklanjanje reaktivnih vrsta kiseonika/azota 
(ROS/RNS) ili inhibiranje formiranja ROS/RNS; vezivanje metalnih jona potrebnih za katalizu 
stvaranja ROS-a; povec anje endogene regulacije antioksidativne odbrane (Halliwell, 1996). 
Antioksidanti mogu direktno uklanjati (eng. scavenge) ROS, doniranjem ili prihvatanjem 
elektrona (u sluc aju flavonoida, tokoferola ili askorbata) kako bi se eliminisalo nespareno stanje 
elektrona kod radikala (Cao i sar., 1997; Rice-Evans i sar., 1997; Pietta, 2000). Takođe, jedan od 
nac ina eliminacije ROS-a je gas enje (eng. quenching), gde se na određena jedinjenja (npr. 
karotenoide ili tokoferole) prebacuje energija sa pobuđenih molekula-radikala, a vis ak energije 
se oslobađa u obliku toplote, i pobuđeni molekul se vrac a u osnovno, stabilno stanje (Halliwell, 
2007; Ramel i sar., 2012). Antioksidanti mogu da deluju i indirektno, tako s to vez u jone metala 
za sebe i tako sprec e nastanak ROS-a (u npr. Fentonovoj ili Haber-Weiss-ovoj reakciji) (Agati i 
Tattini, 2010). ROS nisu samo toksic ni nusproizvodi. Pri niskim (bazalnim) koncentracijama, 
oni sluz e kao sekundarni glasnici (signalni molekuli) koji regulis u rastenje, razvic e, zatvaranje 
stoma i odgovor na stres (Foyer i Noctor, 2005a; Mittler i sar., 2011; Mittler, 2017).  

U biljkama, ROS se proizvode u razlic itim c elijskim odeljcima, i predstavlja oksidacione 
vrste (naroc ito hidroksilne radikale i singletni kiseonik) koje mogu izazvati ozbiljna os tec enja 
u biolos kim sistemima, tzv. oksidativni stres. Ovaj termin su prvobitno uveli Sies i Cadenas 
(1985). Oksidativni stres podrazumeva narus avanje redoks ravnotez e kao posledicu povec anog 
nivoa ROS-a unutar same c elije; međutim, najnovija verzija definicije moz e biti „neravnoteža 
između oksidanata i antioksidanata u korist oksidanata, što dovodi do poremećaja redoks 
signalizacije i kontrole i/ili molekularnog oštećenja“ (Sies, 2020). Zadnjih decenija u 
istraz ivanjima oksidativni stres se klasifikuje u podforme: oksidativni stres prisutan u 
fiziolos kim uslovima (eustres) i oksidativni stres koji ispoljava s tetne efekte na makromolekule 
(distres) (Lushchak, 2014). 

Koncept „oksidativnog stresa“ (eng. oxidative stress) je redefinisan u „oksidativno 
signaliziranje“ (eng. oxidative signalling) (Foyer i Noctor, 2005b), c ime se naglas ava da 
produkcija ROS-a nije iskljuc ivo s tetan proces, vec  vaz na komponenta regulatorne signalne 
mrez e koju biljke koriste za svoje razvic e i za odgovor na izazove z ivotne sredine. ROS igra vaz nu 
ulogu u regulisanju s irokog spektra biolos kih procesa ukljuc ujuc i c elijsku proliferaciju, 
morfogenezu, odgovor na biotic ki i abiotic ki stres, kao i strogo kontrolisanu programiranu 
c elijsku smrt (Del Rí o, 2015). Na primer, kao odgovor na napad herbivora ili patogenu infekciju, 
biljka proizvodi oksidativni prasak - brzu i intezivnu produkciju ROS-a (Torres i sar., 2006), 
prvenstveno u apoplastu. Stabilnije vrste ROS-a, kao s to je vodonik peroksid, mogu c ak da 
difunduju kroz c elijske membrane, c ime prenose signalne informacije u druge c elijske odeljke i 
omoguc avaju koordinisan odgovor biljke na nivou c itavog organizma (Foyer i Noctor, 2005b; 
Mittler i sar., 2011; Waszczak i sar., 2015). Apoplastic ni ROS primarno proizvode enzimi NADPH 
oksidaze (NOX) lokalizovani na plazma membrani (Sagi i Fluhr, 2006), kao i peroksidaze u 
c elijskom zidu i oksalat-oksidaze (germini) (Das i Roychoudhury, 2014). Pored njih, 
peroksidaze lokalizovane na c elijskom zidu, kao i diamin/poliamin oksidaze i oksalat-oksidaze, 
dopinose produkciji H2O2 u apoplastic nom prostoru (Spiteller, 2003; Higuchi, 2006), koji se 
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dalje moz e metabolisati u vrlo reaktivan hidroksilni radikal (OH•) aktivnos c u peroksidaza klase 
III (putem Haber-Weiss-ove ili Fentonove reakcije), s to je proces kljuc an za modifikacije 
c elijskog zida (Kukavica i sar., 2009; Ka rko nen i Kuchitsu, 2015). Ovaj apoplastic ni ROS, zajedno 
sa aktivnos c u peroksidaza c elijskog zida, formira tzv. ROS talas (eng. ROS wave) (Mittler i sar., 
2011), koji deluje kao samopropagirajuc i signal koji se s iri od c elije do c elije, omoguc avajuc i 
biljci sistemsko prilagođavanje na stresne uslove sredine. 

ROS je zajednic ki pojam koji ukljuc uje i radikale kiseonika, kao s to su superoksid-anjon-
radikal (O2•−), hidroksil-radikal (OH•), hidroperoksil-radikal (·OH2), peroksil-radikal (ROO·), i 
druge neradikale koji nemaju nesparene elektrone, kao s to su vodonik peroksid (H2O2), 
singletni kiseonik (1O2) i ozon (O3) (Halliwell, 2006; Gupta i sar., 2015) (Slika 9). 

 

 
Slika 9. Nastanak razlic itih vrsta ROS-a iz atmosferskog kiseonika. Predstavljen je niz monovalentnih 

redukcija molekulskog kiseonika (tripleta) do radikala i neradikalskih vrsta. Atmosferski kiseonik (dikiseonik, O2) 
podlez e ekscitaciji ili redukciji i formira singlet kiseonik (1O2) ili superoksid radikal (O2•−). Od superoksida moz e 
nastati vodonik peroksid (H2O2), koji moz e interagovati sa Fe2+ i formirati hidroksil radikale (OH•) preko Fentonove 
reakcije. 

 

Procesi produkcije i uklanjanje ROS-a su strogo lokalizovani u biljnim c elijama. 
Najvaz nija mesta sinteze su hloroplasti (tokom fotosinteze), mitohondrije (tokom respiracije) i 
peroksizomi (tokom fotorespiracije) (Go i Jones, 2008; Ahmad i sar., 2010; Gupta i sar., 2015; 
Mittler, 2017; Czarnocka i Karpin ski, 2018; Janku  i sar., 2019) (slika 10). Antioksidativni sistem 
je takođe raspoređen tako da prati ova mesta produkcije ROS-a (Ahmad i sar., 2010). 

Napad herbivora, bilo kroz ishranu ili polaganje jaja, inicira brzu produkciju ROS-a u 
biljkama, s to dovodi do oksidativnog stresa (Shinya i sar., 2016; Bittner i sar., 2017; Mahanta i 
sar., 2025). Porast nivoa ROS-a i intracelularnih jona kalcijuma (Ca2+) deluje kao kljuc ni 
sekundarni signalni mehanizam koji aktivira odbrambene gene biljke u roku od nekoliko 
minuta nakon napada hebivora (Aldon i sar., 2018). Primarno mesto proizvodnje ROS-a je 
plazma membrana, gde NADPH oksidaza, aktivirana jonima kalcijuma, katalizuje formiranje 
superoksida, koji se potom konvertuje u H2O2. Lokalizovana akumulacija ROS-a moz e izazvati 
programiranu c elijsku smrt na mestu napada (npr. pri polaganju jaja), c ime se napadac  izoluje i 
sprec ava dalje s irenje os tec enja (Aldon i sar., 2018). Biljke kontrolis u oksidativni stres putem 
sloz enog sistema enzima (superoksid dismutaze, katalaze, askorbat peroksidaze, glutation-S-
transferaze) i neenzimske odbrane (askorbat, glutation, karotenoidi, α-tokoferol, fenolna 
jedinjenja, prolin) (Mansoor i sar., 2022). Sa druge strane, određeni specijalizovani herbivori 
razvili su strategije za neutralizaciju biljnih ROS-a. Na primer, sekreti iz ovidukta borove ose 
poseduju visoku aktivnost katalaze koja suzbija akumulaciju H2O2 u tkivu borovih iglica, s titec i 
tako jaja od biljnog odbrambenog odgovora (Bittner i sar., 2017). Istovremeno, insekti poput 
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leptiraste vas i duvana (Bemisia tabaci) koriste sopstvene enzime (superokside dismutaze i 
katalaze) kako bi prez iveli delovanje sekundarnih metabolita i ublaz ili oksidativni stres izazvan 
ishranom na biljci-domac inu (Lin i sar., 2019). 

Proces formiranja gale zapoc inje aktivnos c u insekta (polaganjem jaja ili hranjenjem), s to 
biljka prepoznaje kao stres i na koji odgovara oksidativnim praskom tj. brzom i intenzivnom 
produkcijom ROS-a, prvenstveno O2•− i H2O2 (de Oliveira i sar., 2014; Guedes i sar., 2022). U 
kontekstu razvic a gala, ROS se ne smatraju samo toksic nim nusproizvodima, vec  kljuc nim 
signalnim molekulima koji pokrec u diferencijaciju tkiva i formiranje specific ne strukture gale 
(Isaias i sar., 2015). Oni deluju sinergistic ki sa biljnim hormonima kako bi „omeks ali“ c elijske 
zidove i omoguc ili hipertrofiju i hiperplaziju (Oates i sar., 2021).  

 

 
Slika 10. S ematski prikaz reaktivnih kiseonic nih vrsta (ROS), proizvodnja i metabolizam ROS-a u 

razlic itim subc elijskim odeljcima biljne c elije. U ekstrac elijskom prostoru (apoplastu), glavnom mestu ROS 
signalizacije, NADPH oksidaza (RBOH), locirana na citoplazmatic noj membrani, stvara O2•−, koji potom proizvodi 
H2O2, a zatim i OH•., s to direktno utic e na c elijski zid, a takođe aktivira Ca2+ kanale hiperpolarizacijom. Priliv Ca2+ u 
citosol, zauzvrat, aktivira RBOH enzime. Ekstrac elijski ROS (H2O2) takođe moz e uc i u citosol preko akvaporina i 
dovesti do intrac elijske signalizacije vezivanjem sa redoks senzorom u citosolu ili u nukleusu zajedno sa Ca2+ kako 
bi delovali na nukleus aktivnosti. Mitohondrije, hloroplasti, endoplazmatic ni retikulum i endozomi proizvode ROS 
koji moz e uc estvovati u signalizaciji. ili prec i u apoplastic ni prostor ili vakuolu. O2•−-superoksid-anjon-radikal; 
H2O2- vodonik peroksid; 1O2- singletni kiseonik; OH•- hidroksil-radikal; AO- aldehid oksidaza; CAT- katalaza; DAO- 
diamin oksidaza; GOX- glikolat oksidaza; ETC- elektron transportni lanac; FOX- flavin oksidaza; OOX- oksalat 
oksidaza; PAO- poliamin oksidaza; POX- peroksidaze; PS I/II- fotosistem I/II; RBOH- NADPH oksidaza; SOD- 
superoksid dismutaza; XO- ksantin oksidaza/dehidrogenaza. Fentonova reakcija- prevođenje H2O2 na OH• i OH-, uz 
jone Fe2+kao katalizatore. Slika napravljena preko BioRender.com 
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Akumulacija ROS-a u galama prati specific ne histohemijske i citolos ke gradijente, pri 
c emu je nivo oksidativnog stresa najintenzivniji u unutras njem sloju (hranljivom tkivu) u 
neposrednoj blizini insekta (de Oliveira i sar., 2014). U ovim unutras njim slojevima ROS se 
primarno nakuplja u simplastu usled visoke metabolic ke aktivnosti mitohondrija, dok se u 
spoljas njim slojevima detektuje uglavnom u apoplastu (c elijskim zidovima) (Isaias i sar., 2015). 
Ove razlike deluju kao generativna sila za morfogenezu gale, gde ROS u apoplastu omoguc ava 
s irenje c elija slabljenjem veza u c elijskom zidu, dok biljka istovremeno akumulira s ec ere i 
fenolna jedinjenja kao antioksidativne agense ROS-a kako bi odrz ala redoks homeostazu (Isaias 
i sar., 2015). Uspes no formiranje gale zavisi od precizne ravnotez e između oksidativnog stresa, 
koji sluz i kao morfogenetski signal, i snaz nog antioksidativnog odgovora biljke-domac ina koji 
sprec ava autodestrukciju sopstvenog tkiva. 

 

 

1.3. Antioksidativni odgovor biljke na herbivoriju i indukciju 
gala 

 
Antioksidativni sistem biljaka je visoko koordinisana mrez a koja sluz i za odrz avanje 

redoks homeostaze kroz precizan balans između stvaranja i neutralizacije ROS-a (Mignolet-
Spruyt i sar., 2016; Noctor i sar., 2018; Foyer i Noctor, 2020). Ovaj sistem se sastoji od enzimskih 
komponenti (kao s to su superokside dismutaze, katalaze i askorbat peroksidaze) i neenzimskih 
antioksidanata (askorbat, glutation, fenolna jedinjenja, tokoferoli i karotenoidi) koji deluju 
sinhronizovano u razlic itim c elijskim odeljcima (Noctor i Foyer, 1998) (slike 10 i 11). U okviru 
ovog sistema, vakuole takođe imaju kritic nu ulogu kao skladis ta fenolnih jedinjenja i deluju kao 
efikasan organ za nakupljanje H2O2 koji tamo dospeva difuzijom iz drugih organela tokom stresa 
(Veljovic  Jovanovic  i sar., 2018). Vakuole i apoplast ne sadrz e katalazu, pa se uklanjanje H2O2 

oslanja na PPA (eng. Peroxidase-Phenolics-Ascorbate) sistem (Takahama i Oniki, 1997; 
Takahama, 2004). Mehanizam ovog ciklusa obuhvata nekoliko faza, gde peroksidaze katalizuju 
redukciju H2O2 u vodu koristec i fenolna jedinjenja kao donore elektrona (Passardi i sar., 2007; 
Veljovic  Jovanovic  i sar., 2018); tokom reakcije sa POD, fenoli se oksiduju u fenoksil-radikale 
(Takahama, 2004); askorbat deluje kao krajnji reduktans koji vrac a fenoksil-radikale u njihovo 
probitno stanje, pri c emu se askorbat oksiduje u monodehidroaskorbat (MDA) ili 
dehidroaskorbat (DHA) (Takahama, 2004). Oksidovani produkti askorbata se zatim 
transportuju nazad u citosol, gde se regeneris u putem askorbat-glutation ciklusa, c ime se 
zatvara krug odbrane (Zechmann, 2018). Ovakva sloz ena organizacija, gde proces zavisi od 
mesta nastanka i kolic ine ROS-a, omoguc ava biljci da ROS koristi kao informacije o stanju u c eliji 
i za prilagođavanje stresu, dok istovremeno sprec ava oksidativna os tec enja (Foyer i Shigeoka, 
2011). 

Antioksidativni odgovor biljke na herbivoriju je dinamic an i sloz en proces odbrane i 
signalizacije nakon napada biljojeda. Napad insekata, naroc ito onih koji z vac u biljno tkivo, 
izaziva oksidativni prasak, koji se karakteris e brzom i prolaznom proizvodnjom ROS-a, 
prvenstveno vodonik peroksida, superoksidnih anjona i hidroksilnih radikala (War i sar., 2012; 
Fu rstenberg-Ha gg i sar., 2013). Proizvodnja ROS-a je jedan od najranijih događaja nakon 
detekcije os tec enja, a lokalne promene se mogu detektovati u roku od nekoliko sekundi ili 
minuta (Fu rstenberg-Ha gg i sar., 2013; Erb i Reymond, 2019). ROS u apoplastu moz e nastati 
delovanjem NADPH oksidaza (RBOHs, eng. respiratory burst oxidase homologs), a kod 
Arabidopsis thaliana povreda tkiva izaziva RBOHD-zavisan nalet ROS-a, c ija je aktivacija 
posredovana prilivom Ca²⁺ i kalcijum-zavisnim protein kinazama (Miller i sar., 2009). Vodonik 
peroksid deluje kao sekundarni glasnik koji aktivira kaskadu s to dovodi do ekspresije 
odbrambenih gena (Wu i sar., 1997; Torres, 2010; Pathak i sar., 2025). 
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Biljke koriste niz enzima kako bi upravljale oksidativnim statusom i iskoristile ga za 
izgradnju efikasnog odbrambenog sistema. Polifenol oksidaza (PPO) oksiduje fenole u hinone 
koji su visoko reaktivni i toksic ni za insekte; hinoni se vezuju za proteine u digestivnom traktu 
insekta, smanjujuc i njihovu hranljivu vrednost i otez avajuc i varenje (War i sar., 2012; Singh i 
sar., 2021). POD imaju dvojaku ulogu: s jedne strane uklanjaju vis ak ROS-a, a s druge uc estvuju 
u polimerizaciji fenolnih jedinjenja, lignifikaciji i suberizaciji c elijskih zidova, c ime biljno tkivo 
postaje c vrs c e i otpornije na uticaj stresa, a ujedno se smanjuje njegova svarljivost za herbivore 
(Francoz i sar., 2015; Liu i sar., 2018b). Lipoksigenaze su vaz ne za aktivaciju oktadekanoidnog 
puta (sinteza jasmonata), ali takođe stvaraju i reaktivne aldehide i ROS koji direktno os tec uju 
digestivni trakt herbivora (War i sar., 2012). 

 

 
Slika 11. Antioksidativni sistem u biljnoj c eliji. APX, askorbat peroksidaze; POD, peroksidaze; CAT, 

katalaze; DHAR, dehidroaskorbat reduktaze; MDAR, monodehidroaskorbat reduktaze; GR, glutation reduktaze; 
GRX, glutaredoksin; SOD, superokside dismutaze; NTR, NADPH-tioredoksin reduktaze; PRX, peroksiredoksin; TRX, 
thioredoksin; PPA, Peroxidase-Phenolics-Ascorbate sistem; O2•−, superoksid anjonski radikal; H2O2, vodonik 
peroksid. Prilagođeno iz: Noctor i sar., 2018. Slika napravljena preko BioRender.com 

 

Takođe, fenolna jedinjenja deluju kao antioksidansi koji neutralis u slobodne radikale i 
smanjuju njihovo stvaranje heliranjem metala (Treutter, 2006). Neke biljke skladis te ove 
metabolite u inertnom, redukovanom stanju unutar tonoplasta (u obliku feniloplasta) (Singh i 
sar., 2021). Prilikom napada herbivora, oslobođeni oralni sekreti insekta izazivaju oksidativni 
stres koji dovodi do razgradnje ovih odeljaka i brzog oslobađanja polifenola i enzima koji deluju 
pri odbrani (Singh i sar., 2021). Fenoli u biljkama mogu se oksidovati pomoc u PPO i POD, pri 
c emu nastaju hinoni. Oni takođe uc estvuju u neutralisanju ROS-a, c ime se pokrec e niz reakcija 
koji dalje aktivira odbrambene enzime.  
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Određeni insekti su razvili nac ine da iskoriste ili prigus e oksidativni odgovor biljke. Na 
primer, gusenice koje u pljuvac ki izluc uju enzim glukoza-oksidazu (GOX) mogu uticati na nivo 
ROS-a kako bi suprimirale signalne puteve koji aktiviraju toksic na jedinjenja (poput nikotina) 
ili izazvale hlorozu tkiva, c ime biljku dovode u stanje smanjene odbrambene sposobnosti 
(Fu rstenberg-Ha gg i sar., 2013). 

Regulacija oksidativnog stresa u biljci na formiranje gala predstavlja sloz en proces koji 
prevazilazi klasic nu reakciju na biotic ki stres. Dok biljka nastoji da neutralis e oksidativni stres 
izazvan napadom insekta, galikolni organizmi ves to preoblikuju ove odbrambene mehanizme 
kako bi osigurali razvoj specific nog galoznog tkiva (Tooker i De Moraes, 2008). Inicijalni napad 
insekta izaziva brzu produkciju ROS-a, koji ne deluju samo kao toksic ni stresori, vec  kao kljuc ni 
signalni molekuli koji aktiviraju odbrambene gene i modifikuju transkripcione faktore (Torres, 
2010). Za razliku od obic ne herbivorije, formiranje gala prati pad aktivnosti određenih enzima 
koja omoguc ava lokalnu akumulaciju ROS-a neophodnu za metabolic ko reprogramiranje tkiva 
domac ina (Liu i sar., 2010; Ga tjens-Boniche, 2019). Iako su peroksidaze ukljuc ene u lignifikaciju 
i oc vrs c avanje tkiva, u ranim fazama razvic a gale one imaju suprotnu ulogu, gde generis u 
hidroksilne radikale koji „labave“ c elijski zid (eng. cell wall loosening), c ime mu omoguc avaju 
fleksibilnost i brzu ekspanziju neophodnu za rastenje gale (Almagro i sar., 2009). Sekundarni 
metaboliti, posebno flavonoidi i fenolne kiseline, igraju kljuc nu ulogu u smanjenju akumulaciju 
ROS-a i zas titi tkiva od oksidativnog os tec enja (Erb i Kliebenstein, 2020; Singh i sar., 2021). 

 Induktori gala mogu izbec i ili potisnuti antioksidativni i hormonalni odgovor biljke kako 
bi osigurali razvic e gale (Tooker i De Moraes, 2008). Na primer, kod vrste Eurosta solidaginis ne 
dolazi do porasta jasmonske kiseline, koja bi inac e zaustavila deobe c elija, i time se omoguc ava 
hiperplazija i hipertrofija tkiva potrebna za formiranje gale (Tooker i De Moraes, 2008). Neki 
insekti podstic u akumulaciju tanina unutar gale, koji tu ne sluz e odbrani biljke-domac ina, vec  
postaju resurs za razvic e larvi (Chen i sar., 2018). 

 
 

1.3.1. Neenzimski antioksidanti 
 

Uklanjanje ROS-a u biljkama ne zavisi samo od enzima, vec  i od mrez e solubilnih i 
lipofilnih antioksidanata kao s to su askorbat i glutation i određena fenolna jedinjenja, tokoferol 
i karotenoidi (Apel i Hirt, 2004; Mittler, 2002; Smirnoff, 2005), koji deluju kao kljuc ni regulatori 
i prenosioci signala. Ova sloz ena interakcija između metabolita i enzima omoguc ava odrz avanje 
redoks homeostaze, procesa koji je od kljuc nog znac aja za prez ivljavanje, rastenje i 
prilagođavanje biljaka stresnim uslovima sredine (Noctor i Foyer, 1998a; Apel i Hirt, 2004; 
Halliwell, 2006; Quan i sar., 2008). 

 
 

1.3.1.1. Askorbat 
 

L-Askorbat (vitamin C, Asc) predstavlja najzastupljeniji i najvaz niji hidrofilni 
antioksidant u biljnom svetu, koji pored zas titne uloge u uslovima stresa (Noctor i Foyer, 1998a; 
Smirnoff, 2005; Foyer i Noctor, 2011; Zechmann, 2011), deluje i kao kofaktor enzima (Noctor i 
Foyer, 1998a), prekursor za biosintezu oksalata i tartrata, a takođe uc estvuje i u deobi i 
elongaciji biljnih c elija (Smirnoff, 2000; Veljovic  Jovanovic  i sar., 2001; Foyer i Noctor, 2011). Asc 
uc estvuje i u procesima regulacije fotosinteze (Noctor i Foyer, 1998a; Foyer i Noctor, 2011), kao 
i u regulaciji c elijskog ciklusa (Noctor i Foyer, 1998a); takođe, uc estvuje i u biosintezi biljnih 
hormona (ABA, GA i etilena) (Foyer i Noctor, 2011). Prisutan je u gotovo svim delovima c elije, 
ukljuc ujuc i hloroplaste, nukleus, peroksizome, citosol, mitohondrije, vakuole i apoplast 
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(Smirnoff, 2000; Veljovic  Jovanovic  i sar., 2001; Zechmann, 2011; Zechmann i sar., 2011; Noctor 
i Foyer, 2016). U biljnim tkivima se nalazi u milimolarnim koncentracijama (5–20 mM) (Noctor 
i Foyer, 1998a; Mittler, 2002). 

Askorbat uklanja ROS na vis e nac ina, kroz direktne hemijske reakcije, ali predstavlja i 
kljuc nu komponentu enzimskog sistema odbrane (Zechmann, 2011). Direktna neutralizacija 
ROS-a omoguc ena je sposobnos c u askorbata da donira jedan ili dva elektrona iz svoje C2-C3 
endiolne grupe, c ime moz e direktno eliminisati vrste poput singletnog kiseonika (Smirnoff, 
2005). Najznac ajnija enzimska uloga askorbata ostvaruje se u procesu uklanjanja H2O2 putem 
enzima askorbat peroksidaze (APX), gde APX koristi askorbat kao donor elektrona za redukciju 
H2O2 u vodu, pri c emu se askorbat oksiduje do MDA. Ovaj mehanizam je od presudnog znac aja 
u hloroplastima (unutar ciklusa voda-voda) i citosolu, jer sprec ava oksidativna os tec enja 
fotosintetskog aparata (Asada, 2006). Askorbat je takođe neophodan za uklanjanje 
superoksidnog radikala. Iako SOD prva deluje na superoksidni radikal prevodec i ga u H2O2, 
askorbat je taj koji omoguc ava finalnu eliminaciju nastalog peroksida (Veljovic  Jovanovic  i sar., 
2001).  

Askorbat se u c eliji javlja u redukovanom obliku (askorbinska kiselina) i u dva 
oksidovana oblika: monodehidroaskorbat (MDA) i dehidroaskorbat (DHA). Redukovana forma 
je dominantna jer se stalno regeneris e putem askorbat-glutation (Asc-GSH) ciklusa (Foyer-
Halliwell-Asada ciklus) (Noctor i Foyer, 1998a). U ovom ciklusu uc estvuju c etiri kljuc na enzima: 
APX, koja uklanja H2O2 prenosom elektrona sa askorbata, pri c emu nastaju MDA i voda; 
monodehidroaskorbat-reduktaza (MDAR), koja redukuje MDA nazad u Asc koristec i 
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat NAD(P)H; dehidroaskorbat-reduktaza (DHAR), koja 
redukuje DHA u Asc koristec i redukovani glutation (GSH) kao donor elektrona pri c emu nastaje 
njegova oksidovana forma (GSSG); glutation reduktaza (GR), koja regeneris e oksidovani 
glutation (GSSG) nazad u GSH u prisustvu NADPH (Foyer i Noctor, 2011). 

Redoks stanje askorbata u apoplastu regulis e askorbat-oksidaza (AO), smes tena u 
c elijskom zidu, koja vrs i oksidaciju Asc do monodehidroaskorbata (MDA), uz istovremenu 
redukciju O2 do H2O2 (Pignocchi i Foyer, 2003). Takođe, peroksidaze klase III (POD) uc estvuju u 
oksidaciji askorbata u okviru PPA sistema (Peroksidaza/Fenoli/Askorbat) (Takahama i Oniki, 
1997) (objas njeno detaljnije u sekciji 1.4.). 

Biosinteza askorbata u biljkama je sloz en proces koji zapoc inje od guanozin-difosfat-
manoze (GDP-Man), preko razlic itih galaktoznih intermedijera do konac nog prekursora, L-
galakono-1,4-laktona (Smirnoff i Wheeler, 2000). Sama biosinteza se primarno des ava u 
citosolu c elije, ali se poslednji korak ovog procesa odvija na unutras njoj membrani mitohondrija 
(Smirnoff, 2011; Schertl i Braun, 2014). De novo sinteza, zajedno sa procesima regeneracije u 
askorbat-glutation ciklusu, predstavlja kljuc ni mehanizam za eliminaciju ROS-a. Ako se 
stabilnost askorbata ne odrz ava ovim putevima, oksidovane forme askorbata podlez u 
raspadanju do oksalata ili tartrata (Green i Fry, 2005).  

Askorbat igra dualnu ulogu u interakciji insekt-biljka, delujuc i istovremeno kao kljuc ni 
element biljne odbrane i esencijalni faktor prez ivljavanja insekata (Kerchev i sar., 2012; Zebelo 
i Maffei, 2015). Kada su pod napadom herbivora, biljke aktiviraju niz oksidativnih enzima, kao 
s to je askorbat oksidaza c ime se smanjuje nivo redukovanog askorbata, s to biljku prebacuje u 
„oksidovano stanje” koje negativno utic e na prez ivljavanje herbivora, tako s to insekti ostaju bez 
antioksidanata potrebnih za neutralizaciju ROS-a pri varenju hrane, s to dovodi do oksidativnih 
os tec enja njihovog digestivnog trakta (Kerchev i sar., 2012). S druge strane, za mnoge insekte, 
naroc ito gusenice, askorbat je esencijalni nutrijent i zavise od askorbata iz biljke kako bi zas titili 
svoj digestivni trakt od oksidativnog os tec enja izazvanog obradom biljnih fenola i tanina koji u 
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alkalnim uslovima digestivnog trakta ovih insekata oksiduju s to dovodi do oksidativnog stresa 
i toksic nosti (Barbehenn i sar., 2001; Zebelo i Maffei, 2015). 

Promena askorbata u galama povezana je sa promenama redoks stanja u apoplastu 
izazvanih porastom ROS-a na plazma membrani, gde redukovani askorbat prelazi u MDA i DHA, 
i kroz interakcije sa peroksidazama i drugim enzimima (kao s to su NADPH oksidaze i SOD), utic e 
na sastav c elijskog zida (Pignocchi i Foyer, 2003; Isaias i sar., 2015). Iako je redoks potencijal 
oc igledno ukljuc en u galogenezu, tac ni mehanizmi indukcije i razvic a gala su jos  uvek 
nedovoljno razjas njeni jer prisustvo i uloga specific nih enzima i metabolita nisu detaljno 
ispitani u svim tipovima gala. 

 
1.3.1.2. Glutation 

 
Glutation (GSH) je mali unutarc elijski tripeptidni tiol (γ-Glu-Cys-Gly) koji predstavlja 

glavni izvor neproteinskog redukovanog sumpora kod vec ine prokariota i eukariota. Njegova 
biosinteza se odvija kroz dve uzastopne ATP-zavisne reakcije u prisustvu enzima γ-
glutamilcistein sintetaze i glutation sintetaze, koristec i aminokiseline cistein, glutamat i glicin 
kao supstrate. U biljnim c elijama glutation se nalazi u citosolu, mitohondrijama i 
endoplazmatic nom retikulumu, dok je u normalnim, fiziolos kim uslovima, njegova 
koncentracija u vakuolama i apoplastu veoma niska ili zanemarljiva (Noctor i sar., 2002a; 
Zechmann i sar., 2008). U c elijama je glutation prisutan u nekoliko oblika: kao glutation disulfid 
(GSSG), ili u obliku disulfida mes ovitog tipa (GSSR) (Sies, 1999; Noctor i sar., 2012). Glutation 
uc estvuje u s irokom spektru vitalnih procesa, kao s to su diferencijacija c elija, deoba c elije, 
sinteza proteina i nukleinskih kiselina, kao i ekspresija gena, naroc ito tokom abiotic kog stresa; 
sluz i kao prekursor za fitohelatine koji heliraju jone tes kih metala (Grill, 1989); sprec ava lipidnu 
peroksidaciju i s titi integritet c elijske membrane (Mullineaux i Rausch, 2005). Zahvaljujuc i 
visokom reduktivnom potencijalu svog centralnog cisteinskog ostatka, glutation direktno 
uklanja ROS kao s to su H2O2, 1O2, OH• i O2•−. Kljuc nu ulogu igra u Asc-GSH ciklusu, gde pomaz e 
u regeneraciji askorbata. Enzim dehidroaskorbat reduktaza (DHAR) povezuje oksidaciju 
glutationa sa redukcijom dehidroaskorbata (DHA), c ime se omoguc ava uklanjanje ROS-a. 

U biljnim c elijama glutation se obic no akumulira do milimolarnih koncentracija (Noctor 
i sar., 2011). U fiziolos kim uslovima u c eliji redukovani GSH je dominantni oblik, c ija 
koncentracija je 10 do 100 puta vec a od koncentracije oksidovanih vrsta (oksidovani GSH, GSSG 
i mes ani disulfid, GSSR) (Aquilano i sar., 2014). 

Mnoge uloge GSH su povezane sa reverzibilnim redoks reakcijama sumporne grupe 
cisteina (Noctor i Foyer, 1998a; Kopriva i Rennenberg, 2004; Noctor i sar., 2012). Kao i drugi 
tioli, glutation moz e da podlez e brojnim redoks reakcijama. Glutation se odrz ava u pretez no 
redukovanom stanju pomoc u specific nih enzima GR koji se nalaze u citosolu, plastidima, 
mitohondrijima i peroksizomima, a koje imaju visok afinitet za GSSG i NADPH (Halliwell i Foyer, 
1978; Smith i sar., 1989; Chew i sar., 2003). Enzim DHAR povezuje oksidaciju glutationa sa 
regeneracijom askorbata (Foyer i Mullineaux, 1998). Smanjenje DHA zavisno od GSH 
omoguc ava da se NADPH oksidacija povez e sa uklanjanjem ROS-a preko askorbata i glutationa 
(Noctor i Foyer, 1998a). 

Redoks stanje glutationa je u korelaciji sa nivoom oksidativnog stresa u biljci (Noctor i 
Foyer, 1998a; Schafer i Buettner, 2001). Odrz avanje glutationa u pretez no redukovanom stanju 
omoguc ava GR, ali u uslovima ekstremnog stresa povec ana produkcija oksidovanog oblika 
prevazilazi kapacitete regeneracije, s to dovodi do pada redoks stanja (Noctor i sar., 2002a). 

Dinamika glutationa u biljci tokom biotic kog stresa predstavlja sloz en i precizno 
usklađen proces koji obuhvata promene u njegovoj koncentraciji, redoks stanju, biosintezi i 
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subc elijskoj distribuciji (Noctor i sar., 2024). GSH igra kljuc nu dvostruku ulogu: deluje kao 
antioksidans, neutralis uc i ROS koje nastaju usled os tec enja tkiva, i sluz i kao signalni molekul za 
aktivaciju odbrambenih mehanizama (Zechmann, 2020). Dinamika glutationa je specific na za 
svaki c elijski odeljak (Zechmann i sar., 2008). Promene u koncentraciji glutationa i prelazak ka 
oksidovanom stanju u organelama kao s to su mitohondrije i hloroplasti predstavljaju vaz ne 
okidac e za indukciju otpornosti putem salicilne kiseline (SA) i PR (eng. Pathogenesis-Related) 
gena (Zechmann, 2020). Citosol predstavlja centralno mesto sinteze glutationa, odakle se on 
transportuje u druge organele (npr. putem CLT transportera) kako bi se zadovoljila povec ana 
potraz nja tokom biotic kog napada (Zechmann, 2020; Noctor i sar., 2024). 

Biljka na napad herbivora reaguje pojac anom biosintezom glutationa kako bi 
nadoknadila gubitke i podrz ala odbrambene mehanizme (Noctor i sar., 2024). Herbivorija i 
hormoni poput jasmonske kiseline stimulis u transkripciju gena GSH1 i GSH2 koji su odgovorni 
za sintezu glutationa (Noctor i sar., 2012). U uslovima oksidativnog stresa, enzim GSH1, koji 
katalizuje prvi korak sinteze, moz e se post-translaciono aktivirati formiranjem disulfidnih 
mostova, s to omoguc ava brzi odgovor biljke bez c ekanja na novu transkripciju (Dorion i sar., 
2021).  

Glutation je direktno ukljuc en u sintezu odbrambenih jedinjenja; neophodan je kao 
donor sumpora u biosintezi glukozinolata i indolnih fitoaleksina poput kamaleksina 
(Czerniawski i Bednarek, 2018; Noctor i sar., 2024). Biljke sa smanjenim kapacitetom za sintezu 
glutationa (npr. pad2 mutanti kod Arabidopsisa) akumuliraju manje glukozinolata i pokazuju 
znac ajno vec u osetljivost na herbivore poput larvi insekata (Parisy i sar., 2007.; Schlaeppi i sar., 
2008). Glutation S-transferaza (GST) posreduje u vezivanju GSH sa izotiocijanatima, reaktivnim 
i potencijalno s tetnim proizvodima razgradnje glukozinolata, c ime se biljka s titi od sopstvenog 
hemijskog oruz ja (Czerniawski i Bednarek, 2018). Napad herbivora c esto izaziva privremenu 
oksidaciju GSH u GSSG, c ija akumulacija moz e posluz iti kao signal za aktivaciju odbrambenih 
gena (Noctor i sar., 2024). 

Dinamika glutationa tokom galogeneze karakteris e se izraz enim pomeranjem redoks 
ravnotez e ka oksidovanom obliku (GSSG), s to je posledica pojac ane produkcije ROS-a koji deluju 
kao signalni molekuli tokom formiranja gala (Han i sar., 2013; Zechmann, 2020). U galoznom 
tkivu, kontinuirani porast sadrz aja GSSG predstavlja vaz an redoks signal za reprogramiranje 
ekspresije gena neophodno za razvoj gale (Han i sar., 2013). Ovaj sistem neposredno modifikuje 
sastav i fleksibilnost c elijskog zida kroz interakciju sa specific nim enzimima: SOD, koje 
dismutacijom superoksida obezbeđuju supstrat (H2O2), i peroksidazama (POD), c ija je visoka 
aktivnost u ranoj fazi razvic a gala primarno usmerena na hemijsko labavljenje c elijskog zida 
(eng. cell wall loosening), a ne na lignifikaciju (Schweikert i sar., 2000; Passardi i sar., 2005; 
Almagro i sar., 2009; Francoz i sar., 2015). 

 

1.3.2. Enzimski antioksidanti 

 
Efikasnost antioksidativne odbrane biljnih c elija zasniva se na preciznoj distribuciji 

enzimskih komponenti unutar razlic itih organela (slika 11). Superoksid dismutaza (SOD) 
predstavlja prvu liniju odbrane koja deluje u gotovo svim c elijskim odeljcima, pretvarajuc i 
superoksidne radikale u H2O2 (Asada, 1987; Bolwer i sar., 1992; Alscher i sar., 2002). Razgradnja 
H2O2 u hloroplastima primarno zavisi od APX i komponenti Asc-GSH ciklusa, poznatog i kao 
ciklus voda-voda, koji koristi elektrone iz vode za redukciju ROS-a (Foyer i Halliwell, 1976; 
Mittler, 2002; Asada, 2006; Foyer i Shigeoka, 2011). U peroksizomima kljuc nu ulogu ima 
katalaza (CAT), koja je u najvec oj meri zasluz na za uklanjanje H2O2 (Scandalios i sar., 1997; 
Willekens i sar., 1997; Mittler, 2002), dok su u vakuolama i apoplastu aktivne peroksidaze III 
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klase (POD) u kombinaciji sa askorbatom i fenolnim jedinjenjima (Takahama, 2004; Kukavica i 
sar., 2009; Ferreres i sar., 2011) (slika 11).  

Prisustvo Asc-GSH ciklusa u vec ini istraz ivanih odeljaka, uz visok afinitet APX prema 
H2O2, ukazuje na to da ovaj sistem vrs i finu modulaciju nivoa ROS-a neophodnu za procese 
signalizacije (Asada, 2006). Nasuprot tome, katalaza je, uprkos prisustvu određenih izozima u 
mitohondrijama kod nekih vrsta, primarno lokalizovana u peroksizomima i neophodna je za 
uklanjanje ekstremno visokih nivoa ROS-a tokom stresa (Scandalios i sar., 1997; Willekens i sar., 
1997). Odrz avanje ravnotez e između aktivnosti SOD i enzima koji uklanjaju H2O2 (APX, CAT, GR, 
POD) (Bowler i sar., 1991; Mittler, 2002; Apel i Hirt, 2004) je kljuc no za odrz avanje stabilnog 
nivoa superoksidnih radikala i vodonik peroksida. Razlic iti afiniteti APX (µM opseg) i CAT (mM 
opseg) prema H2O2 potvrđuju njihove specific ne uloge: APX je zaduz en za odrz avanje 
homeostaze ROS-a u fiziolos kim uslovima, dok CAT, zahvaljujuc i velikoj brzini reakcije i c injenici 
da ne tros i c elijske redukujuc e ekvivalente, preuzima ulogu glavnog zas titnog mehanizma 
tokom intenzivnog oksidativnog stresa (Willekens i sar., 1997). U vakuolama, par peroksidaza-
sekundarni metaboliti (poput fenola) moz e formirati regenerativni ciklus sa askorbatom, 
omoguc avajuc i efikasno neutralisanje visokih doza H2O2 koje difunduju iz hloroplasta (Ferreres 
i sar., 2011). 

 
1.3.2.1. Enzimi askorbat-glutation ciklusa 

 
Ciklus askorbat-glutation, poznat i kao ciklus Foyer-Halliwell-Asada (Asada i sar., 1974), 

predstavlja primarni metabolic ki put za razgradnju H2O2 u biljnim c elijama (Foyer i Shigeoka, 
2011; Foyer i Noctor, 2011)(Slika 12b). Ovaj sistem deluje usklađeno u razlic itim c elijskim 
odeljcima, ukljuc ujuc i hloroplaste, citosol, mitohondrije i peroksizome (Jimenez i sar., 1997; 
Chew i sar., 2003), odrz avajuc i redoks homeostazu putem c etiri kljuc na enzima: APX, 
monodehidroaskorbat-reduktaze (MDAR), dehidroaskorbat-reduktaze (DHAR) i glutation-
reduktaze (GR). 

Askorbat peroksidaze (APX, EC 1.11.1.11) su hem-peroksidaze klase I koje katalizuju 
redukciju H2O2 u vodu, koristeći askorbat kao specifični donor elektrona (Asada, 1999). U ovom 
procesu, askorbat se oksiduje do monodehidroaskorbat radikala (MDA.) (slika 12a). 
Hloroplastične izoforme APX su integralni deo ciklusa voda-voda, koji omogućava brzu 
eliminaciju ROS-a na samom mestu nastanka (u blizini PS I) i disipaciju viška ekscitacione 
energije (Huang i sar., 2019). Biljke poseduju više izoformi APX: stromalnu (sAPX), tilakoidnu 
(tAPX), luminalnu, citosolnu (cAPX), mitohondrijalnu i peroksizomalnu (Shigeoka i sar., 2002). 
Ključna karakteristika svih APX izoformi, a naročito hloroplastnih, jeste njihova velika 
nestabilnost u odsustvu askorbata; ukoliko koncentracija Asc padne ispod 20 µM, hloroplastne 
APX bivaju inaktivirane za manje od 30 sekundi, dok su ostale izoforme stabilne do jednog sata 
(Shigeoka i sar., 2002; Ishikawa i Shigeoka, 2008). 

Monodehidroaskorbat-reduktaza (MDAR, EC 1.6.5.4) je FAD-enzim koji katalizuje 
direktnu regeneraciju askorbata iz MDA. koristec i NAD(P)H kao donor elektrona (Foyer i Noctor, 
2011) (slika 12b). MDAR je kljuc an za odrz avanje rezervi askorbata u redukovanom stanju pre 
nego s to dođe do spontane disproporcije MDA. u dehidroaskorbat (DHA) (Asada, 1999). MDAR 
ima nekoliko izoformi koje se kolokalizuju sa APX u hloroplastima, mitohondrijama i 
peroksizomima (Hasanuzzaman i sar., 2020). Ukoliko MDA radikali ne budu direktno 
redukovani, oni spontano disproporcionis u u Asc i DHA (Shigeoka i sar., 2002). Enzim 
dehidroaskorbat-reduktaza (DHAR, EC 1.8.5.1) tada vrs i redukciju DHA u askorbat, koristec i 
redukovani glutation (GSH), koji se tom prilikom oksiduje u glutation-disulfid (GSSG) (slika 
12b). DHAR pripada superfamiliji glutation S-transferaza, a njena aktivnost je esencijalna za 
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Suprotno CAT (d), APX i GPX zahtevaju askorbat (Asc) i/ili glutation (GSH) regenerativni ciklus (a–
c). Ovaj ciklus zahteva elektrone direktno iz fotosintskog aparata (a) ili NAD(P)H (b,c) kao redukujući agens. 

O2

.-
- superoksid radikal; H2O2- vodonik peroksid; DHA- dehidroaskorbat; DHAR- DHA reduktaza; Fd- 

feredoksin; GR- glutation reduktaza; GSSG- oksidovani glutation; MDA- monodehidroaskorbat; MDAR- MDA 
reduktaza; PS I- photosistem I; tAPX- APX vezan za tilakoide. Prilagođeno iz Mittler, 2002. Slika napravljena 
preko BioRender.com 

regulaciju Asc/DHA odnosa (Foyer i Noctor, 2011). Izoforme DHAR su prisutne u hloroplastima, 
mitohondrijama i citosolu (Mittler, 2002; Hasanuzzaman i sar., 2020). 

Glutation reduktaza (GR, EC 1.6.4.2) zatvara Asc-GSH ciklus tako s to katalizuje NADPH-
zavisnu redukciju GSSG nazad u GSH (Mittler, 2002) (slika 12c), c ime se obnavljaju zalihe ovog 
kljuc nog antioksidanta. GR je esencijalna za odrz avanje visokog GSH/GSSG odnosa, s to je 
neophodno za aktivnu funkciju proteina i sprec avanje formiranja mes ovitih disulfida (Foyer i 
Noctor, 2005b). GR izoforme su lokalizovane uglavnom u hloroplastima, ali je njihova aktivnost 
otkrivena i u mitohondrijama, peroksizomima i citosolu (Mhamdi i sar., 2010b). 

 
 

 

 

 

 

 

 
  

 
Integritet Asc–GSH ciklusa je od kljuc nog znac aja za odrz avanje redoks ravnotez e u c eliji, 

buduc i da poremec aj u bilo kojoj njegovoj fazi, naroc ito na nivou GR ili DHAR, dovodi do 
nagomilavanja oksidovanih formi antioksidanata, inaktivacije APX i, posledic no, urus avanja 
celokupne antioksidativne odbrane (Asada, 1999, 2006; Foyer i Shigeoka, 2011). 

Napad herbivornih insekata izaziva mehanic ka os tec enja i luc enje specific nih elicitatora 
(poput onih prisutnih u pljuvac ki insekata), s to dovodi do trenutnog oksidativnog praska. Ovi 
molekuli deluju kao rani signalni mehanizmi koji pokrec u ekspresiju odbrambenih gena, ali 
njihova prekomerna akumulacija zahteva strogu regulaciju kako bi se sprec ilo os tec enje c elija 
(Kerchev i sar., 2012). U tom kontekstu, Asc-GSH ciklus ima kljuc nu ulogu u odrz avanju 
ravnotez e između signalizacije i oksidativnog stresa (Foyer i Kunert, 2024). Tokom herbivorije, 
biljke modifikuju aktivnost enzima ovog ciklusa. Pokazano je da napad insekata, poput lisnih 
vas i ili gusenica, c esto dovodi do povec ane aktivnosti APX i GR enzima, s to je povezano sa vec om 
otpornos c u biljke (Kerchev i sar., 2012). Istraz ivanja na Arabidopsisu otkrivaju da su 
komponente Asc-GSH ciklusa istovremeno usmerene i u hloroplaste i u mitohondrije, s to 

Slika 12. Putevi eliminacije reaktivnih 
kiseoničnih vrsta (ROS) kod biljaka. (a) Ciklus 
voda-voda u hloroplastima; (b) Askorbat-
glutation ciklus u hloroplastima, citosolu, 
mitohondrijama, apoplastu i peroksizomima; 
(c) Ciklus glutation peroksidaza (GPX) u 
peroksizomima; (d) Reakcija katalaza (CAT) u 
peroksizomima. Superoksid dizmutaza (SOD) 

deluje kao prva linija odbrane prevodeći O2

.-
 u 

H2O2. Askorbat peroksidaze (APX), GPX i CAT 

potom eliminišu H2O2.  
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omoguc ava integrisanu antioksidativnu odbranu unutar c elije (Chew i sar., 2003). Tokom 
napada, aktivnost APX moz e porasti i do c etiri puta u odnosu na kontrolne uslove (Skwarek-
Fadecka i sar., 2024). 

Redoks signalizacija je usko povezana i sa putevima jasmonske kiseline, salicilne kiseline 
i etilena, c ime se osigurava koordinisan i vis eslojan odgovor na stres (de Vos sar., 2007; Kerchev 
i sar., 2012; Foyer i Kunert, 2024). Pored unutras njih odbrambenih mehanizama, Asc-GSH 
sistem uc estvuje i u regulaciji sinteze VOCs. Ova jedinjenja, poput 2,4-nonadienala, sluz e kao 
signali u rizosferi, privlac ec i ili odbijajuc i prirodne neprijatelje herbivora, poput 
entomopatogenih nematoda (Laznik i sar., 2024). 

Enzimi i molekuli askorbat-glutation ciklusa igraju kljuc nu ulogu u odrz avanju redoks 
homeostaze tokom razvic a gala, jer nakupljanje ROS-a predstavlja jedan od prvih signala i 
odgovora biljke na aktivnost insekata (Isaias i sar., 2015; Oliveira i sar., 2016; Ga tjens-Boniche, 
2019). Aktivnost APX se znac ajno menja u tkivu gale kako bi se neutralisao oksidativni prasak 
izazvan ishranom ili polaganjem jaja insekata (Isaias i sar., 2015; Zebelo i Maffei, 2015; 
Pawłowski i sar., 2017). Proteomske analize su potvrdile da je aktivnost APX-a znac ajno vec a u 
određenim galama, poput onih koje indukuje osa Neuroterus quercusbaccarum na hrastu, s to 
ukazuje na intenzivnu aktivnost ovog enzima u uklanjanju vodonik peroksida (Pawłowski i sar., 
2017) 

Biljke c esto pokus avaju da zaustave razvic e gala putemhipersenzitivnog odgovora, koji 
podrazumeva lokalizovanu nekrozu c elija izazvanu ROS-om, c ime se parazit izoluje i sprec ava 
njegovo dalje napredovanje (Isaias i sar., 2015; Miller i Raman, 2019). Da bi prez iveli, insekti 
induktori moraju da manipulis u redoks statusom domac ina; enzimi poput APX-a, zajedno sa 
askorbatom i glutationom, deluju kao efikasni „c istac i” ROS-a, sprec avajuc i nekrozu i 
omoguc avajuc i tkivu gale da nastavi sa rastom (Isaias i sar., 2015). 

Pored zas titne uloge, ROS prisutni u apoplastu deluju sinergistic ki sa auksinima u 
labavljenju veza između polimera c elijskog zida, dok Asc-GSH sistem precizno regulis e njihov 
nivo, omoguc avajuc i remodelovanje bez toksic nih efekata s to je naroc ito vaz no u kontekstu 
hipertrofije c elija tokom formiranja gala (Isaias i sar., 2015; Oliveira i sar., 2016; Cosgrove, 
2024). 

 
1.3.2.2. Superoksid-dismutaza  

 
Superoksid-dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1) pripada porodici metaloenzima i predstavlja 

prvu liniju odbrane od ROS-a u biljnim c elijama (Mittler, 2002). Ovaj enzim katalizuje uklanjanje 
superoksidnog radikala O2•− putem njegove dismutacije u O2 i H2O2 (Kliebenstein i sar., 1998; 
Alscher i sar., 2002; Pilon i sar., 2011). S obzirom na to da je primarni proizvod univalentne 
redukcije kiseonika, SOD je esencijalan i nalazi se u gotovo svim c elijskim odeljcima gde dolazi 
do stvaranja ovog radikala, ukljuc ujuc i hloroplaste, mitohondrije, peroksizome, citosol i 
apoplast (Asada, 1999; Mittler, 2002). Na osnovu vrste metalnog kofaktora, u biljkama 
razlikujemo tri glavna izoenzima: Mn-SOD (lokalizovan prvenstveno u mitohondrijama i 
peroksizomima), Fe-SOD (prisutan u stromi hloroplasta kod nekih vrsta) i Cu/Zn-SOD 
(zastupljen u hloroplastima, citosolu, peroksizomima, nukleusu i apoplastu) (Asada 1999, 
2006; Mittler, 2002). Unutar hloroplasta, Cu/Zn-SOD je c esto vezan za membrane tilakoida u 
blizini fotosistema I, s to omoguc ava trenutnu eliminaciju radikala na mestu nastanka (Asada 
1999, 2005). Ekspresija i aktivnost SOD-a se znac ajno povec avaju kao odgovor na razlic ite 
biotic ke i abiotic ke stresove, c ime se odrz ava stabilan nivo ROS-a i sprec ava nastanak 
toksic nijeg hidroksilnog radikala (Alscher i sar., 2002; Mittler, 2002; Gill i sar., 2015; Lu i sar., 
2017). 
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Napad herbivora izaziva brzu i intenzivnu produkciju ROS-a, a povec ana aktivnost SOD-
a u ovim uslovima ukazuje na to da biljka prepoznaje napad i aktivira signalne kaskade odbrane 
(Torres i sar., 2006). Proizvod delovanja SOD-a, H2O2, je stabilniji od superoksida i moz e delovati 
kao sekundarni glasnik koji prenosi signale unutar c elije i aktivira ekspresiju odbrambenih gena 
(Foyer i Noctor, 2005a; Mittler i sar., 2011). Dismutacijom superoksida, SOD obezbeđuje H2O2 

neophodan za rad peroksidaza, koje dalje katalizuju polimerizaciju lignina (Almagro i sar., 
2009). Na taj nac in se ojac ava c elijski zid, stvarajuc i fizic ku barijeru daljoj ishrani herbivora 
(Passardi i sar., 2005; Almagro i sar., 2009; Gill i sar., 2010). Razlic ite izoforme SOD-a aktiviraju 
se u zavisnosti od tipa stresa i subc elijske lokacije (Sharma i sar., 2012). Pored navedenog, nivo 
aktivnosti SOD-a moz e sluz iti kao biohemijski marker za razlikovanje otpornih od osetljivih 
sorti biljaka, s obzirom na to da njegova povis ena aktivnost tokom stresa direktno ukazuje na 
efikasniji odbrambeni kapacitet biljke (Tariq i sar., 2020). 

U strukturama gala, aktivnost SOD-a se znac ajno povec ava kako bi se odrz ala ravnotez a 
između zas tite od oksidativnog os tec enja i stvaranja signalnih molekula neophodnih za 
aktivaciju odbrambenih gena tokom intenzivne proliferacije i hipertrofije tkiva (Foyer i Noctor, 
2005a; Mittler i sar., 2011). 

 
1.3.2.3. Peroksidaze III klase  

 
Peroksidaze (POD, POXs, EC 1.11.1.7) predstavljaju veliku grupu glikoproteina koji igraju 

kljuc nu ulogu u redoks homeostazi biljaka (Veljovic  Jovanovic  i sar., 2018). Ovi enzimi se 
sintetis u u endoplazmatic nom retikulumu a potom se preko Goldz ijevog aparata transportuju 
do svojih krajnjih odredis ta – vakuola ili vanc elijskog prostora (apoplasta i c elijskog zida) 
(Passardi i sar., 2005; Almagro i sar., 2009; Veljovic  Jovanovic  i sar., 2018). Kao oksidoreduktaze, 
peroksidaze katalizuju redukciju H2O2 uz istovremenu oksidaciju s irokog spektra supstrata, 
prvenstveno fenolnih jedinjenja, indola, amina i sekundarnih metabolita (Passardi i sar., 2005, 
2007; Veljovic  Jovanovic  i sar., 2018). S iroko su rasprostranjene u prirodi i prisutne su kod 
z ivotinja, biljaka i mikroorganizama, gde uc estvuju u esencijalnim biolos kim procesima (Hiraga 
i sar., 2001). 

Biljne peroksidaze se na osnovu primarne strukture i subc elijske lokalizacije klasifikuju 
u tri klase unutar superporodice hem-peroksidaza (Hiraga i sar., 2001; Passardi i sar., 2005). 
Peroksidaze klase I su intracelularne i ova klasa deli se na 3 grupe: askorbat peroksidaze, 
citohrom c peroksidaze i katalaza-peroksidaze (Hiraga i sar., 2001). Njihova primarna uloga je 
uklanjanje H2O2 unutar c elije, naroc ito u hloroplastima i citosolu (Shigeoka i sar., 2002; Passardi 
i sar., 2007). Peroksidaze klase II obuhvataju sekretorne peroksidaze gljiva- lignin peroksidaze 
i mangan-zavisne peroksidaze (Hiraga i sar., 2001). Biljne peroksidaze klase III su specific ne 
biljne peroksidaze koje se izluc uju u c elijski zid ili transportuju u vakuole (Passardi i sar., 2004; 
Veljovic  Jovanovic  i sar., 2018). Geni koji kodiraju peroksidaze klase III formiraju veliku 
multigensku porodicu (Tognolli i sar., 2002; Veitch, 2004; Passardi i sar., 2005) koja je prisutna 
kod svih kopnenih biljaka, ali je nema kod jednoc elijskih zelenih algi (Passardi i sar., 2005). 
Pojava ovih peroksidaza moz e se povezati sa prilagođavanjem biljaka na kopneni z ivot u 
uslovima povis ene koncentracije kiseonika (Passardi i sar., 2005). Katalitic ka aktivnost 
peroksidaza klase III direktno zavisi od protoporfirinskog IX prstena sa centralnim jonom 
gvoz đa Fe(III), kao i od dva strogo konzervirana aminokiselinska ostatka (distalni arginin i 
histidin) (Passardi i sar., 2005). 

Peroksidaze ispoljavaju funkcionalnu fleksibilnost kroz tri razlic ita katalitic ka ciklusa; u 
standardnom peroksidativnom ciklusu, enzimi koriste H2O2 za oksidaciju donatorskih molekula 
kao s to su fenolna jedinjenja, indoli, amini, prekursori lignina ili auksin, stvarajuc i fenoksil 
radikale koji se dalje polimerizuju ili regeneris u pomoc u askorbata (Hiraga i sar., 2001; Passardi 
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i sar., 2004, 2007); oksidativni ciklus, gde u odsustvu H2O2, peroksidaze mogu generisati 
superoksidni radikal i oksidacijom NADH ili fenola, s to je vaz no za procese poput lignifikacije 
(Veljovic  Jovanovic  i sar., 2018); hidroksilni ciklus, koji omoguc ava stvaranje visoko reaktivnog 
hidroksilnog radikala, koji uc estvuje u kontrolisanom slabljenju c elijskog zida neophodnom za 
izduz ivanje c elija (Veljovic  Jovanovic  i sar., 2018). 

Pored antioksidativne odbrane, POD grupe III su ukljuc eni ugotovo sve faze razvic a 
biljaka, od embriogeneze i klijanja do starenja, ukljuc ujuc i: formiranje i modifikacije c elijskog 
zida (O’Brien i sar., 2012), zarastanje (suberizacija) os tec enih tkiva (Allison i Schultz, 2004), 
klijanje semena (Bellani i sar., 2002), opras ivanje (McInnis i sar., 2006), sazrevanje ploda 
(Pandey i sar., 2017a), starenje tkiva (Abarca i sar., 2001) i katabolizam hormona i pigmenata 
(Pandey i sar., 2017a; Liu i sar., 2018a). Vec ina peroksidaza ove grupe su sekretorni proteini koji 
se nalaze u apoplastu (gde mogu biti rastvorljivi ili jonski i kovalentno vezani za c elijski zid) i u 
vakuolama.  

U vakuolama i apoplastu, POD formiraju efikasan sistem za uklanjanje H2O2 uz uc es c e 
askorbata i fenolnih jedinjenja (Takahama i Oniki, 1997). U ovom sistemu, fenoli se oksiduju do 
fenoksil radikala koji se zatim regeneris u pomoc u askorbata, dok se produkti oksidacije 
askorbata (DHA) transportuju nazad u citosol na redukciju.  

Kao odgovor na razlic ite biotic ke i abiotic ke stresove (mehanic ka os tec enja, infekcija 
patogenima, tes ki metali, ozon), apoplastic ne POD se snaz no indukuju i mogu delovati kao 
primarni izvor ROS-a, doprinosec i oksidativnom prasku (Almagro i sar., 2009; Gill i Tuteja, 
2010). Ovakva brza produkcija ROS-a sluz i kao signal za aktivaciju odbrambenih gena i 
stvaranje strukturnih barijera koje ogranic avaju s irenje patogena (Van Loon i sar., 2006).
 POD imaju znac ajnu ulogu u odgovoru biljaka na mehanic ki stres izazvan ishranom 
herbivora, kao i u procesima razvic a gala. Njihova specific nost ogleda se u bifunkcionalnosti: 
one mogu istovremeno uc estvovati u uc vrs c ivanju c elijskog zida i u generisanju ROS koje 
dovode do njegovog opus tanja (Passardi i sar., 2004; 2005). Napad herbivora uzrokuje 
mehanic ka os tec enja tkiva, na koja biljka odgovara aktivacijom peroksidaza radi odbrane i 
zaceljivanja (Hiraga i sar., 2001). POD uc estvuju u deponovanju suberina u os tec enim tkivima, 
s to sprec ava prodor patogena i obnavlja integritet biljke (Hiraga i sar., 2001; Passardi i sar., 
2004; 2005; Almagro i sar., 2009). Pokazano je da prekomerna aktivnost peroksidaza moz e 
uc initi biljna tkiva tvrđim za konzumaciju usled akumulacije lignina, s to predstavlja zas titni 
efekat protiv napada insekata (Dowd i sar., 2000). Ekspresija gena za peroksidaze regulisana je 
sloz enim signalnim putevima koji ukljuc uju hormone poput JA, etilena i apscisinske kiseline 
(Allison i Schultz, 2004). Peroksidaze pripadaju grupi PR-9 proteina, koji se indukuju pri napadu 
patogena ili herbivora, dok porodica PR-6 proteina deluje kao inhibitor proteaza, direktno 
ometajuc i varenje herbivora i mikroorganizama (Almagro i sar., 2009; Dos Santos i Franco, 
2023). 

Nasuprot ulozi u uc vrs c ivanju tkiva tokom herbivorije, u galama peroksidaze 
omoguc avaju specific nu ekspanziju i manipulaciju biljnim tkivom. Putem hidroksilnog ciklusa 
generis u hidroksilne radikale, koji kidaju polisaharidne veze (pektin, ksiloglukan) (Fry, 1998; 
Schweikert i sar., 2000; Liszkay i sar., 2003; Passardi i sar., 2005) dovodec i do neenzimskog 
opus tanja zida i ireverzibilnog povec anja zapremine c elija, s to je neophodno za brzo rastenje 
gala (Passardi i sar., 2005; Kukavica et al., 2009; Cosgrove, 2024). Peroksidaze su ukljuc ene i u 
procese organogeneze i diferencijacije c elija (Hiraga i sar., 2001; Veljovic  Jovanovic  i sar., 2018), 
a direktno utic u na nivo auksina putem oksidativne dekarboksilacije, c ime kontrolis u 
morfogenezu tkiva (Hiraga i sar., 2001; Passardi i sar., 2005). U c elijskom zidu, enzim MnSOD 
dismutacijom superoksida obezbeđuje H2O2 neophodan za funkcionisanje samih peroksidaza 
(Almagro i sar., 2009; Kukavica i sar., 2009). 
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1.4. Izmene primarnog metabolizma biljke kao odgovor na 
biotički stres 

 
U svom prirodnom stanis tu, biljke su neprestano izloz ene mnogobrojnim i razlic itim 

insektima i drugim herbivorima, s to indukuje razvoj sloz enih odbrambenih strategija kroz 
produkciju konstitutivnih i inducibilnih jedinjenja kako bi se umanjile posledice uticaja ovih 
biotic kih stresora. Osim aktiviranja metabolic kih puteva koji neposredno uc estvuju u sintezi 
toksic nih i odbijajuc ih jedinjenja (sekundarnih metabolita) i antioksidanata, ovaj odgovor 
obuhvata i modulaciju fotosintetske aktivnosti, remobilizaciju ugljenika i azota, kao i promene 
u dinamici rastenja biljaka (Zhou i sar., 2015) (slika 13). 

Ovaj preusmereni tok postiz e se modulacijom nivoa ugljenih hidrata, aminokiselina i 
organskih kiselina, c ime se obezbeđuju energija i prekursori neophodni za uspostavljanje 
rezistencije na infestaciju (Bolton, 2009; Zhou i sar., 2015; Zaynab i sar., 2019). Takve 
metabolic ke promene doprinose povec anju adaptivne sposobnosti biljke kroz podsticanje 
reakcija povezanih sa odgovorom na stres, ali istovremeno namec u metabolic ke tros kove koji 
se odraz avaju na rastenje (Bolton, 2009; Caretto i sar., 2015). 

 

 
Slika 13. Uticaj herbivorije na primarne i sekundarne biljne metabolite. Os tec enje biljnog tkiva izazvano 

mehanic kim povredama herbivora usled ishrane ili polaganja jaja, izaziva reorganizaciju primarnog metabolizma 
biljke-domac ina, ukljuc ujuc i izmenjenu signalizaciju fitohormonima, regulaciju fotosinteze i preraspodelu uljenih 
hidrata od tkiva proizvođac a asimilata (izvor tkiva) do tkiva potros ac a asimilata (uvir tkiva). Prilagođeno iz: 
Schwachtje i Baldwin, 2008. Slika napravljena preko BioRender.com. 

 

1.4.1. Fotosinteza u uslovima herbivorije i indukciji gala 
 
Interakcija između biljaka i herbivora izaziva sloz ene promene u fiziologiji biljke, 

posebno u procesu fotosinteze, pri c emu se primarni metabolizam biljke c esto preraspoređuje 
kako bi se resursi usmerili na odbranu ili formiranje specijalizovanih struktura poput gala 
(Kerchev i sar., 2012). Iako bi se moglo oc ekivati povec anje fotosintetske aktivnosti radi sinteze 



Uvod 

 

29 
 

nutritijenata i odbrambenih jedinjenja, u vec ini sluc ajeva herbivorije dolazi do smanjenja 
fiksacije ugljenika (Bilgin i sar., 2010; Kerchev i sar., 2012). Smanjenje fotosinteze nije samo 
posledica fizic kog os tec enja tkiva, vec  je i genetic ki programiran odgovor biljke na stres, gde 
biljka ciljano smanjuje ekspresiju gena povezanih sa fotosintezom. Smanjena fotosinteza tokom 
infestacije insektima povezana je sa fiziolos kim des avanjima kao s to su redukovani vodni 
potencijal listova usled os tec enja vaskularnog sistema (Nabity i sar., 2009), pojac an gubitak 
vode na mestima os tec enja tkiva (Aldea i sar., 2005) i zatvaranjem stoma (Bueno i sar., 2009). 
Merenja razmene gasova u kombinaciji sa metodama koje koriste modulisanu fluorescenciju 
hlorofila pokazala su da u određenim interakcijama biljka–insekt smanjenje stope fotosinteze 
ne nastaje zbog smanjene dostupnosti CO₂ ili izmenjenim reakcijama svetle faze fotosinteze, vec  
zbog smanjenih stopa fiksacije CO₂ u tamnoj fazi pri Kalvinovom ciklusu (Gutsche i sar., 2009). 
Ovo ukazuje da je dinamika fotosinteze povezana sa aktivnos c u ribulozo-1,5-bisfosfat 
karboksilaze/oksigenaze (Rubisco) ili sa regeneracijom ribulozo-bisfosfata. U primeru 
određenih insekata koji se hrane floemskim sokom moz e doc i do nakupljanja ugljenih hidrata 
u listovima s to dodatno inhibira fotosintezu modifikacijom ekspresije fotosintetskih gena (Lin i 
sar., 2000). 

U sluc aju galogeneze, vec ina gala se opisuje kao fotosintetski deficijentna, i ove tvorevine 
su potros ac i proizvoda fotosinteze (uviri), izvlac ec i fotoasimilate iz okolnih listova putem 
novouspostavljenih vaskularnih snopic a (Dorchin i sar., 2009). Pokazano je da gale imaju 
drastic no manji sadrz aj hlorofila u poređenju sa neinfestovanim listovima (Castro i sar., 2012). 
Kod nekih tipova gala, kao s to su gale na Litsea acuminata koje indukuje mus ica Bruggmanniella 
sp., nivoi hlorofila i karotenoida su svedeni na samo 2% u odnosu na vrednosti u intaktnim 
tkivima, a stome potpuno odsustvuju (Huang i sar., 2015). Ipak, spoljas nji zeleni slojevi gale 
odrz avaju minimalnu ali funkcionalnu fotosintetsku aktivnost c ime se obezbeđuje produkcija 
O₂ i CO₂, sprec ava hipoksija i hiperkarbija, i omoguc ava prez ivljavanje larve (Haiden i sar., 2012; 
Carneiro i sar., 2017). U tkivu gala c esto postoji specific an raspored hloroplasta, gde su ove 
organele najgus c e raspoređene u spoljas njim slojevima izloz enim svetlosti, dok ih u 
unutras njim slojevima iduc i ka larvi ima manje (Huang i sar., 2015). Fotosinteza u tkivu gale 
doprinosi sopstvenom izvoru energije i ugljenika, c ime se smanjuje negativan uticaj gale kao 
uvira na biljku domac ina i ublaz ava kompeticija između vis e gala na bliskom prostoru (Haiden 
i sar., 2012). U galama na listovima lipe, indukovanim delovanjem Eriophyes tiliae, zabelez ena 
je snaz na inhibicija fotosintetske aktivnosti (Morina i sar., 2025), gde je analiza fluorescencije 
hlorofila (OJIP test) pokazala smanjenje maksimalnog kvantnog prinosa PS II, kao i smanjenu 
efikasnost transporta elektrona u poređenju sa intaktnim tkivom lista. Takođe, u istom 
istraz ivanju pokazano je da su hloroplasti u nutritivnom tkivu razvijenih gala dezorganizovani 
i da sadrz e brojna skrobna zrnca (Morina i sar., 2025), a analizom transkriptoma je potvrđena 
smanjena ekspresija gena povezanih sa funkcijom hloroplasta i regulacijom procesa fotosinteze, 
dok je pad nivoa lipida tilakoidnih membrana (fosfatidilglicerola) u skladu sa strukturnim 
propadanjem hloroplasta. 

Takođe, nekoliko studija je pokazalo inhibiciju procesa fotosinteze nakon ovipozicije 
insekata c ak i kada su jaja poloz ena na povrs inu lista bez os tec enja biljnog tkiva (Schro der i sar., 
2005; Velikova i sar., 2010), s to ukazuje da je smanjenje stope fotosinteze odgovor biljke na 
percepciju stresa, a ne sekundarni efekat os tec enja tkiva (Kerchev i sar., 2012).  

Proces galogeneze predstavlja prelazak biljnog tkiva iz autotrofnog (proizvođac kog) u 
pretez no heterotrofno (potros ac ko) stanje. Dok herbivorija generalno smanjuje stopu 
fotosinteze kroz gensko reprogramiranje, unutar samih gala se zadrz ava niz a fotosintetska 
aktivnost prvenstveno radi odrz avanja unutras nje homeostaze gasova i podrs ke energetskim 
potrebama larve u razvic u. 
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1.4.2. Ugljeni hidrati 
 

Z ivot na Zemlji neraskidivo je povezan sa fotosintetskom konverzijom svetlosne energije 
u hemijsku, skladis tenu u obliku energetski bogatih molekula ugljenih hidrata (s ec era), uz 
istovremeno oslobađanje kiseonika. Biljke, kao autotrofni organizmi, sastoje se od tkiva koja 
prave s ec ere (tkiva proizvođac i asimilata) i tkiva koja ih tros e ili skladis te (tkiva potros ac i 
asimilata), c ime se uspostavlja kompleksna dinamika asimilacije neorganskog ugljenika i 
zadovoljenja energetskih potreba organizma (Smith i sar., 2018; Hennion i sar., 2019). Svojom 
ulogom izvora energije i ugljenika, i svojim regulatornim funkcijama, s ec eri utic u na sve faze 
z ivotnog ciklusa biljaka, stupajuc i u interakciju sa drugim signalnim molekulima i 
fitohormonima (Rolland i sar., 2006; Smeekens i sar., 2010; Ciereszko, 2018). Nivoi s ec era, 
njihov transport, koris c enje i skladis tenje, su precizno regulisani i zavise od fiziolos ke aktivnosti 
c elije, tipa organa, cirkadijalnog ritma, razvojnog stadijuma biljke, uslova okoline a naroc ito od 
fluktuacija svetlosti u okruz enju (Lemoine i sar., 2013). 

Rastvorljivi ugljeni hidrati, pre svega saharoza, glukoza i fruktoza, uc estvuju u 
antioksidativnom odgovoru biljaka kroz sloz enu mrez u metabolic kih puteva, signalizacije i 
direktnih hemijskih reakcija (Coue e i sar., 2006; Bolouri-Moghaddam i sar., 2010). S ec eri 
doprinose antioksidativnoj odbrani na nekoliko nac ina: ukljuc eni su u oksidativni pentozo-
fosfatni put, koji predstavlja glavni izvor redukujuc e snage u obliku NADPH (Coue e i sar., 2006); 
glukoza sluz i kao prekursor u biosintezi vaz nih antioksidanata, među kojima su askorbat, 
karotenoidi i aminokiseline koje ulaze u sastav glutationa (Linster i sar., 2008; Bolouri-
Moghaddam i sar., 2010); deluju i kao signalni molekuli, aktivirajuc i specific ne transdukcione 
puteve i menjajuc i ekspresiju gena ukljuc enih u odbranu od oksidativnog stresa. Tako, na 
primer, saharoza moz e indukovati ekspresiju gena za SOD, kao i gena ukljuc enih u sintezu 
flavonoida i antocijanina (Koch, 2004; Coue e i sar., 2006). 

Pored svoje metabolic ke uloge, s ec eri (trehaloza i trehalozo-6-fosfat, T6P) takođe mogu 
delovati i kao signalni molekuli koji moduliraju mnoge vaz ne metabolic ke i razvojne procese u 
biljkama, sa sve vis e istraz ivanja koja ukazuju da T6P igra centralnu ulogu u regulisanju 
metabolizma ugljenih hidrata (Figueroa i Lunn, 2016; Fichtner i Lunn, 2021; Kerbler i sar., 
2023) (slika 14). 

 

 
Slika 14. Uloga trehaloze i T6P u metabolizmu ugljenih hidrata. T6P ima centralnu ulogu u regulisanju 

metabolizma s ec era u biljkama. Prekursori T6P potic u iz metabolizma saharoze. Pretpostavlja se da se T6P 
nepoznatim mehanizmom transportuje u plastide gde indukuje sintezu skroba putem aktivacije AGPaze 
posredovane tioredoksinom. T6P se moz e pretvoriti u trehalozu, za koju se pokazalo da regulis e razgradnju skroba 
u plastidima. SnRK1, koji ogranic ava rastenje biljaka, inhibira T6P. Predloz ena regulatorna petlja (ukljuc uje T6P, 
SnRK1 i bZIP11) smatra se da kontrolis e dostupnost i koris c enje saharoze. Prilagođeno iz Ponnu i Schmid, 2011. 



Uvod 

 

31 
 

Uloga T6P u metabolizmu ugljenih hidrata neodvojiva je od s irih regulatornih procesa, 
jer svi eukarioti poseduju dve vaz ne regulatorne mrez e koje modifikuju odgovore na promene 
u hranljivom i energetskom statusu. Kinaze SnRK1 (SNF1-related protein kinase 1) i TOR 
(TARGET OF RAPAMYCIN) predstavljaju centralne regulatore koji povezuju rastenje i razvic e sa 
energetskim statusom c elije (Smeeken i sar., 2010; Morales-Herrera i sar., 2024; Feng i sar., 
2025). Dok biljni TOR podstic e rastenje kao odgovor na visok nivo s ec era (Deprost i sar., 2007; 
Rawat i Laxmi, 2024), SnRK1 je posebno aktivan u sluc aju nedostatka s ec era, gde T6P moz e 
inhibirati aktivnost protein kinaze SnRK1 (Van Leene i sar., 2022). Ovi sistemi su aktivni tokom 
celog z ivotnog ciklusa i neophodni su za opstanak biljaka u uslovima stresa (Baena-Gonza lez i 
Lunn, 2020). 

Novi koncepti „slatkog imuniteta“ (eng. sweet immunity) i „slatkog prajminga“ (eng. 
sweet priming) predstavlja s ec ere kao kljuc ne prajming molekule, koji utic u na otpornost biljaka 
na biotic ke i abiotic ke stresove (Bolouri Moghaddam i Van den Ende, 2012; 2013; Svara i sar., 
2020). 

Metabolizam ugljenih hidrata je veoma dinamic an proces, gde se metabolic ki tokovi i 
koncentracije s ec era stalno menjaju kako tokom rastenja i razvic a, tako i pri odgovoru na 
dnevne promene i stresove iz okruz enja (Roitsch, 1999; Bla sing i sar., 2005; Chen i sar., 2010; 
Keunen i sar., 2013). S ec eri, osim s to su glavni supstrati koji se koriste u procesima c elijskog 
disanja, obezbeđuju i neophodan ugljenic ni skelet za biosintezu odbrambenih jedinjenja 
(sekundarnih metabolita) kao s to su flavonoidi, stilbeni i lignini (Nabavi i sar., 2020; Jeandet i 
sar., 2021). Pored toga, specific ni s ec eri, kao s to su saharoza, glukoza, fruktoza i trehaloza, 
deluju kao metabolic ki signalni molekuli, koji indukuju ekspresiju mnogih biljnih odbrambenih 
gena, omoguc avajuc i biljci da balansira između procesa rastenja i odbrane (tzv. growth-defense 
trade-off) (He i sar., 2022). Na taj nac in, s ec eri postaju kljuc ni medijatori koji integris u 
informacije o energetskom statusu c elije sa molekularnim odgovorima na stresne faktore iz 
spoljas nje sredine. 

Biljke poseduju metabolic ki aparat koji omoguc ava konverziju asimilata u s irok spektar 
strukturnih i nestrukturnih ugljenih hidrata. Strukturni s ec eri se sastoje od dugolanc anih 
molekula (celuloza i hemiceluloza), koji znatno doprinose biljnoj biomasi i c elijskoj strukturi 
(Hartmann i Trumbore, 2016). Nestrukturni (rastvorljivi) s ec eri obuhvataju monosaharide 
(trioze, tetroze, pentoze i heksoze), disaharide (poput saharoze, maltoze i trehaloze), 
oligosaharide (rafinoza i stahioza) i polisaharide (skrob i fruktani, npr inulin). S ec erni alkoholi 
(polioli) su derivati s ec era koji ukljuc uju inozitol, sorbitol, manitol i galaktitol (Dong i Beckles, 
2019; Sharma i sar., 2019). Monosaharidi glukoza i disaharid saharoza su metaboliti ukljuc eni 
u regulaciju razlic itih fiziolos kih funkcija, ukljuc ujuc i rastenje i razvic e biljaka, predstavljaju 
izvor energije, kao i prekursore za razlic ite metabolic ke puteve (npr. aminokiselina, s ec ernih 
alkohola, nukleotida i biosinteze lipida); komponente su strukturnih blokova, signalnih 
molekula i osmoprotektanti u uslovima stresa (Braun i sar., 2014; Hennion i sar., 2019). 
Trehaloza je disaharidni s ec er (α-d-glukopiranozil-[1,1]-α-d-glukopiranozid) i moz e da 
funkcionis e kao osmolit koji odrz ava integritet membrane, uklanja ROS i s titi strukturu proteina 
(Elbein i sar., 2003; Suprasanna i sar., 2016; Zulfiqar i sar., 2020). Trehalozo-6-fosfat (T6P) je 
metabolit ukljuc en u regulaciju fotosinteze, metabolizma s ec era i odgovora na stimuluse iz 
okoline (Elbein i sar., 2003; Jain i Roy, 2009; Ponnu i sar., 2011; Fernandez i sar., 2010; O’Hara i 
sar., 2013). C elijski nivo T6P je direktno proporcionalan koncentraciji saharoze i T6P moz e da 
deluje kao endogeni stimulans, kao i da regulis e nivo saharoze putem mehanizma negativne 
povratne sprege (Sakr i sar., 2018) (slika 14). 

 Kada su biljke izloz ene napadu herbivora, dolazi do znac ajnog reprogramiranja c elija. 
Infestirana biljna tkiva prelaze iz statusa tkiva koja proizvode energiju u status tkiva koja tros e 
energiju za odbranu (Bolton, 2009). Ovaj prelaz je prac en smanjenjem fotosinteze i povec anom 
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aktivnos c u određenih enzima (invertaze u c elijskom zidu) (Roitsch i sar., 2003). Invertaza 
razlaz e saharozu na glukozu i fruktozu, koje se zatim transportuju u c eliju kako bi zadovoljili 
povec ani energetski zahtevi odbrambenog odgovora na biotic ki stres (Liu i sar., 2025). Pored 
svoje uloge kao izvora energije za biosintezu odbrambenih molekula, glukoza i fruktoza deluju 
i kao metabolic ki signali, gde njihova povec ana koncentracija moz e direktno indukovati 
ekspresiju gena povezanih sa odbranom i smanjiti stopu fotosinteze (Smeekens, 2000). Enzimi 
senzori, poput heksokinaza, prepoznaju ove metabolic ke promene i mogu regulisati procese 
kao s to je programirana c elijska smrt, c ime se direktno povezuje primarni metabolizam sa 
odbrambenim odgovorom biljke (Kim i sar., 2006). U borbi protiv herbivora, biljke c esto koriste 
strategiju poznatu kao „sekvestracija resursa”, s to podrazumeva brzo preusmeravanje ugljenih 
hidrata i azota iz os tec enih tkiva u bezbednije delove biljke (Schwachtje i sar., 2006; Robert i 
sar., 2014). Ovakva realokacije resursa ima dvostruku ulogu; sa smanjenjem nutritivne 
vrednosti tkiva herbivori se izgladnjuju, a resursi se c uvaju za kasniji rast i regeneraciju (Millard 
i Grelet, 2010). Tokom infestacije afidama (biljne vas i) primec eno je da se kolic ina trehaloze 
povec ava, i to deluje kao signal koji regulis e ekspresiju odbrambenih gena (poput PAD4) i 
podstic e skladis tenje ugljenih hidrata u vidu skroba (Singh i sar., 2011). 

Metabolizam ugljenih hidrata tokom razvic a gala karakteris e se transformacijom 
galoznog tkiva u metabolic ko c voris te koje aktivno manipulis e resursima biljke-domac ina 
(Kanwar i Jha, 2019; Breia i sar., 2021). Rana faza razvic a gale karakteris e se znac ajnim 
porastom signalnog molekula T6P i akumulacijom trehaloze. Trehaloza u ovoj fazi verovatno 
ima signalnu ulogu u diferencijaciji c elija i preraspodeli ugljenih hidrata (Foster i sar., 2003; 
Iturriaga i sar., 2009). T6P deluje kao vaz an regulator c elijskog ciklusa i biosinteze c elijskog 
zida, inhibirajuc i SnRK1 kinazu i tako usklađujuc i metabolizam biljke sa energetskim 
potrebama u uslovima biotic kog stresa (Zhang i sar., 2009; Ponnu i sar., 2011; Han i sar., 2024). 
Dok SnRK1 funkcionis e kao senzor energetskog deficita (gladovanja) koji potiskuje biosintetske 
procese, njegova inhibicija putem T6P zaobilazi regulatorne mehanizme biljke, indukujuc i 
anabolic ke puteve i deobe c elija uprkos biotic kom stresu. Na taj nac in se primarni metabolizam 
preusmerava na rast tkiva gale i ishranu larve. 

Pokazano je da tokom razvic a gala dolazi do nakupljanja heksoza (Granot i sar., 2013), 
s to moz e biti rezultat povec ane aktivnosti invertaza (Rehill i Schultz, 2003; Oliveira i sar., 2010). 
Akumulirane heksoze u nutritivnom tkivu gale ne sluz e samo kao izvor energije, vec  imaju i 
vaz nu signalnu ulogu preko heksokinaza (Granot i sar., 2013). Kod Arabidopsisa heksokinaza 
AtHXK1 funkcionis e kao senzor glukoze koji, nezavisno od svoje katalitic ke funkcije, u nukleusu 
direktno suprimira ekspresiju fotosintetskih gena kao s to su RbcS i Cab (Cho i sar., 2006; Granot 
i sar., 2013; 2014). Ova represija fotosintetskog aparata, uz uoc eno smanjenje hlorofila i 
karotenoida, c ini razvoj gale u potpunosti zavisnim od priliva fotoasimilata iz listova preko 
floema (Carneiro i sar., 2014; Jiang i sar., 2018). 

Uporedo sa povec anom aktivnos c u invertaza c elijskog zida, koje hidrolizuju saharozu u 
apoplastu, detektovana je i povec ana ekspresija transportera iz porodice SWEET i heksoznih 
transportera kao s to su STP13 (kod Arabidopsisa) ili VvHT5 (kod vinove loze) (Tauzin i Giardina, 
2014; Kanwar i Jha, 2019; Breia i sar., 2021). Ovi transpoteri funkcionis u sinergijski sa 
invertazama: dok enzimi hidrolizuju saharozu, transporteri omoguc avaju aktivan unos nastalih 
heksoza u c elije gala (Breia i sar., 2021). Ovaj mehanizam ne samo da obezbeđuje neophodnu 
energiju za hiperplaziju i razvic e larve, vec  i dodatno pojac ava snagu uvira galoznog tkiva, c ime 
se domac in lis ava resursa koji bi inac e bili usmereni na njegovo rastenje i reprodukciju (Tauzin 
i Giardina, 2014; Breia i sar., 2021). 

Visoka metabolic ka aktivnost u galama c esto rezultira ubrzanom potros njom ugljenih 
hidrata na rastenje i respiraciju, usled c ega u mnogim tipovima gala izostaje skladis tenje skroba 
(Castro i sar., 2012; Carneiro i Isaias, 2015; Huang i sar., 2015; Ferreira i sar., 2019; Staszak i sar., 
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2023). Nasuprot tome, skrob kao rezerva ugljenika akumulira se u galama formiranim na 
korenu vinove loze (Griesser i sar., 2015) i galama na listovima (de Oliveira i dos Santos Isaias, 
2010). Ipak, znac ajan deo ugljenika se preusmerava na restrukturiranje c elijskog zida jer tokom 
razvic a gale dolazi do de novo vaskularizacije i taloz enja lignina i ksilana u c elijske zidove, s to 
obezbeđuje mehanic ku zas titu larvi unutar gale (Markel i sar., 2024). Kod nekih galikolnih 
insekata, ovaj proces ukljuc uje i aktivaciju gena poput onih za celulaze i pektin liaze, hidrolitic ke 
enzime koji razgrađuju c elijski zid (Hearn i sar., 2019). 

Nedavna istraz ivanja ukazuju na to da insekti ne utic u na formiranje bilo kakvog uvir 
tkiva u vidu gale, vec  efektorskim molekulima reprogramiraju biljno tkivo tako da ono oponas a 
razvic e plodova ili semenki (Schultz i sar., 2019). Aktivacija reproduktivnih genetic kih 
programa, ukljuc ujuc i gene poput AGAMOUS i SEPALLATA, omoguc ava insektu da iskoristi 
prirodno jake mehanizme biljke za akumulaciju hranljivih materija koji su inac e rezervisani za 
reproduktivne organe (Schultz i sar., 2019). 

Takođe, akumulacija turanoze pokazuje korelaciju sa fazama razvic a gale i moz e biti 
povezana sa indukcijom biosinteze auksina, hormona kljuc nog za deobe i rastenje c elija 
(Gonzali i sar., 2005; Oliveira i sar., 2016). Pored manipulacije biljnim hormonima, neki galikolni 
insekti poseduju i sopstvene metabolic ke puteve za sintezu auksina, c ime direktno preuzimaju 
kontrolu nad fiziologijom i razvic em biljke-domac ina (Suzuki i sar., 2014). 

 

1.4.3. Aminokiseline 
 

Aminokiseline (AK) predstavljaju osnovne metabolic ke jedinice c iji je stalan 
metabolizam neopohodan za odrz avanje organizma u z ivotu; obezbeđuju gradivne blokove, 
energiju i redukcioni potencijal za procese rastenja, razvic a i reprodukcije. Pored njihove 
primarne uloge u biohemijskim reakcijama, AK i njihovi metabolic ki intermedijeri funkcionis u 
kao signalni molekuli koji omoguc avaju biljkama odgovor na dinamic ne faktore spoljas nje 
sredine (Rodziewicz i sar., 2014; Heinemann i Hildebrandt, 2021). Strukturno, aminokiseline su 
organska jedinjenja koja sadrz e primarnu amino grupu (−NH3+) i karboksilnu grupu (−COO‒) 
vezane za α -atom ugljenika (α -AK). Među vis e od 300 AK nađenih u prirodi, samo njih 20 (α -
AK) sluz e kao gradivni blokovi proteina. 

Pored svoje uloge kao konstituenata proteina, aminokiseline uc estvuju u brojnim 
c elijskim reakcijama i utic u na fiziolos ke procese kao s to su signalizacija (npr. uloga serina i 
fenilpropanoida dobijenih od fenilalanina), regulacija unutarc elijske pH vrednosti, stvaranje 
metabolic ke energije i otpornost na abiotic ki i biotic ki stres (Zeier, 2013; Fagard i sar., 2014; 
Galili i sar., 2014; Ha usler i sar., 2014; Pratelli i Pilot, 2014). Tokom infekcije patogenima, AK 
predstavljaju kljuc ni izvor azota za biotrofne patogene (Solomon i sar., 2003; Rico i Preston, 
2008) i sluz e kao prekursori u sintezi odbrambenih sekundarnih jedinjenja, poput 
glukozinolata i alkaloida (Ha usler i sar., 2014). 

Metabolizam azota u biljkama neraskidivo je vezan za AK, pa su njihova biosinteza, 
degradacija i transport strogo regulisani procesi (Pratelli i Pilot, 2014; Hildebrandt i sar., 2015). 
Sinteza glutamina je jedini put koji omoguc ava asimilaciju neorganskog azota u organske 
molekule. Postoji jasna subc elijska kompartmentalizacija ovih procesa: dok se biosinteza 
vec inom odvija u plastidima i hloroplastima (gde su dostupni ATP i redukciona snaga), 
katabolic ki putevi su primarno lokalizovani u mitohondrijama i citosolu (Hildebrandt i sar., 
2015). Aromatic ne aminokiseline (triptofan, fenilalanin i tirozin) sintetis u se u hloroplastima 
(Maeda i Dudareva, 2012; Yoo i sar., 2013). Aminokiseline razgranatog lanca (leucin, izoleucin, 
valin), aminokiseline izvedene iz asparaginske kiseline (treonin, metionin, lizin) i histidin 
sintetis u se u plastidima (Binder, 2010; Jander i Joshi, 2010; Ingle, 2011). Vec i deo puta sinteze 
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arginina takođe je lokalizovan u hloroplastu (Slocum, 2005). Ostale AK se sintetis u u razlic itim 
c elijskim odeljcima uz uc es c e specific nih izoenzima (Ribeilli i Douce, 1998; Ho i Saito, 2001; 
Hawkesford i De Kok, 2006).  

Aminokiseline imaju vis estruku i kompleksnu ulogu u interakciji između biljaka i 
insekata, sluz ec i i kao osnovni gradivni blokovi za sintezu proteina i kao kljuc ni prekursori za 
brojne primarne i sekundarne metabolite ukljuc ene u rastenje, razvic e i odbranu (Zhou i sar., 
2015). One predstavljaju glavni oblik azota koji se nalazi u biljkama, a kako je azot kljuc ni 
ogranic avajuc i nutrijent za fitofagne insekte, njihov metabolizam direktno određuje kvalitet 
ishrane herbivora (Yang i sar., 2020).  

Kada su napadnute herbivorima, biljke pojac avaju biosintezu specific nih aminokiselina, 
prvenstveno triptofana i metionina (Appel i sar., 2014), kako bi proizvele sekundarne 
metabolite kao s to su glukozinolati ili alkaloidi koji sluz e za direktnu odbranu (Halkier i 
Gershenzon, 2006). Međutim, tokom formiranja gala, ovaj metabolic ki put se menja u skladu sa 
hipotezom o nutrijentima, prema kojoj ove strukture akumuliraju znac ajno vec e koncentracije 
slobodnih aminokiselina kako bi se obezbedila optimalna ishrana za larve insekata (Zhou i sar., 
2015). Ova akumulacija je direktna posledica sposobnosti galikolnih insekata da manipulis u 
ekspresijom biljnih gena, tako s to povec aju nivoe esencijalnih aminokiselina koje sami ne mogu 
da sintetis u (Lu i sar., 2021). 

Među njima se posebno izdvaja triptofan, koji pored nutritivne vrednosti sluz i i kao 
kljuc ni prekursor za sintezu auksina, fitohormona c ija visoka koncentracija u galama podstic e 
abnormalnu hiperplaziju i rastenje biljnog tkiva (Zhou i sar., 2015). S druge strane, asparagin je 
kljuc an za efikasan transport i skladis tenje azota u tkivima koja se aktivno razvijaju, zahvaljujuc i 
svojoj visokoj mobilnosti i stabilnosti (Zhou i sar., 2015). 

Pored uloge u ishrani i rastenju, aminokiseline pruz aju i vitalnu zas titu od stresa; na 
primer, visoka koncentracija prolina u galama moz e zas tititi insekte od ROS-a i potencijalnih 
odbrambenih odgovora biljke, poput rane nekroze tkiva (Zhou i sar., 2015). 

Aminokiseline u biljkama imaju vis estruku ulogu, ne samo kao osnovni gradivni blokovi 
proteina, vec  i kao direktni antioksidanti i prekursori za sintezu razlic itih sekundarnih 
metabolita koji s tite biljku od oksidativnog stresa (Xu i sar., 2017; Trovato i sar., 2021). 

Dosadas nja istraz ivanja izdvojila su nekoliko aminokiselina koje poseduju znac ajan 
ukupni antioksidativni kapacitet zbog specific nih struktura njihovih boc nih lanaca (Milic  i sar., 
2015; Xu i sar., 2017). Prema rezultatima Milic  i sar. (2015), redosled aminokiselina prema 
njihovoj sposobnosti uklanjanja hidroksilnog radikala je sledec i: triptofan (Trp) > fenilalanin 
(Phe), leucin (Leu) > izoleucin (Ile) > histidin (His) > arginin (Arg) > valin (Val) > lizin (Lys), 
tirozin (Tyr), prolin (Pro) > glutamin (Gln), treonin (Thr), serin (Ser) > glutamat (Glu), alanin 
(Ala), glicin (Gly), asparagin (Asn), aspartat (Asp). Aminokiseline sa sumporom (cistein i 
metionin) se lako oksiduju jer atom sumpora u njihovim boc nim lancima ima dva slobodna 
elektronska para i relativno je velik. Aromatic ne aminokiseline (triptofan i tirozin) sadrz e 
aromatic ne prstenove bogate elektronima koji ih c ine podloz nim napadu oksidanata. Tirozin 
ima benzenski prsten aktiviran hidroksilnom grupom koja donira elektrone, dok triptofan 
sadrz i pirolov prsten. Aminokiseline sa azotom u boc nom lancu (histidin, lizin i arginin) se 
takođe lako oksiduju jer atom azota poseduje jedan slobodan elektronski par, s to ih c ini metama 
za oksidante. Nasuprot njima, aminokiseline poput glicina, alanina, valina, leucina i fenilalanina 
imaju stabilne boc ne lance i pokazuju nizak ili nikakav direktni antioksidativni kapacitet.   

Aromatic ne aminokiseline (fenilalanin, tirozin i triptofan) sluz e kao prekursori 
antioksidativnih sekundarnih metabolita koji su ukljuc eni u odbranu biljaka od abiotiskog i 
biotic kog stresa (Parthasarathy i sar., 2018). Fenilalanin i tirozin se metabolis u u p-kumaril-
CoA, koji se dalje koristi za sintezu antioksidanata kao s to su flavonoidi, izoflavonoidi, 
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antocijanini i stilbeni. Tirozin je prekursor za sintezu tokoferola, koji su esencijalni 
antioksidanti rastvorljivi u mastima i s tite biljne membrane. Triptofan je prekursor za ove 
regulatore rastenja koji se sintetis u kao odgovor na stresove poput sus e, visokog saliniteta i 
ekstremnih temperatura, delujuc i kao zas tita c elija. 

 

1.5. Sekundarni metabolizam i strukturna odbrana u odgovoru na 
biotički stres – fenolna jedinjenja i lignifikacija kao barijera 

 
Sposobnost biljaka da sintetis u vis e od 200.000 specijalizovanih metabolita nastala je 

kao evolutivni odgovor na određene ekolos ke izazove, naroc ito na koegzistenciju tokom 
nekoliko stotina miliona godina sa biotic kim stresorima (Gatehouse, 2002; Pichersky i 
Lewinsohn, 2011; Labandeira i Wappler, 2023). Biljke poseduju izuzetnu sposobnost sinteze 
skoro neiscrpnog spektra metabolita, stvarajuc i bogat rezervoar odbrambenih jedinjenja 
razlic itih hemijskih klasa, ukljuc ujuc i terpenoide, alkaloide i fenolne derivate (Mitho fer i 
Boland, 2012). Strukturna raznolikost ovih molekula ukazuje na postojanje razlic itih ciljnih 
mesta na koje biljna odbrana treba da reaguje. Identifikovan je veliki broj specijalizovanih 
jedinjenja sa potvrđenom ulogom u odbrani biljaka od insekata biljojeda i drugih artropoda, ali 
njihovi precizni mehanizmi delovanja na molekularnom nivou, kao i srodne ciljne strukture, 
ostaju nedovoljno razjas njeni. Smatra se da njihova aktivnost obuhvata os tec enje c elijskih 
membrana, ometanje transporta hranljivih materija i jona, inhibiciju signalnih puteva, 
poremec aje u metabolizmu ili narus avanje hormonske regulacije fiziolos kih procesa (Wittstock 
i Gershenzon, 2002; Mitho fer i sar., 2009; Mitho fer i Boland, 2012; Erb i Reymond, 2019; 
Mahanta i sar., 2025). 

 

1.5.1. Fenolna jedinjenja 
 

Fenolna jedinjenja su s iroko rasprostranjena i raznovrsna grupa sekundarnih metabolita, 
sa razlic itim funkcijama u rastenju i razvic u biljaka, kao i pri interakcijama biljaka sa z ivotnom 
sredinom (Cheynier i sar., 2013; Lattanzio i sar., 2006; Michalak, 2006; Agati i Tattini, 2010). 
Sadrz e aromatic ni prsten (C6), koji nosi jednu ili vis e hidroksilnih (–OH) grupa, ukljuc ujuc i i 
funkcionalne derivate (estre, metil etre, glikozide, itd.). Na osnovu svoje hemijske strukture 
(fenilpropanoidna jedinica, C6-C3), prirodna fenolna jedinjenja se mogu klasifikovati na: 
hidroksibenzoeve kiseline (HBA, C6-C1), hidroksicimetne kiseline (HCA, C6-C3), kumarine (C6-
C3), flavonoide (C6-C3-C6), proantocijanidine [(C6-C3-C6)n], stilbene (C6-C2-C6), lignane (C6-
C3-C3-C6) i lignine [(C6-C3)n]. Na osnovu stepena oksidacije i zasic enja prisutnih u C3 
elementu (C prsten), flavonoidi se dalje dele u sledec e grupe: flavoni, flavon-3-oli, flavanoni, 
flavanoli, izoflavoni, halkoni i antocijanidini (Marais i sar., 2006). Vec ina flavonoida i 
hidroksicimetnih kiselina u biljnim c elijama je glikozilovana (Falcone Ferreyra i sar., 2012). 
Glikozilacija ovih jedinjenja je od presudnog znac aja jer se dodavanjem s ec ernih grupa 
modifikuju njihova rastvorljivost i hemijska reaktivnost, c ime se omoguc ava njihov pravilan 
transport i stabilno skladis tenje, kao i precizna interakcija sa specific nim c elijskim metama radi 
ostvarivanja biolos kih funkcija (Le Roy i sar., 2016; Sla mova  i sar., 2018). 

Biosinteza fenolnih jedinjenja predstavlja najbolje opisan put biosinteze sekundarnih 
metabolita (Winkel, 2004; Vogt, 2010; Falcone i sar., 2012; Davies i sar., 2020; Hasanuzzaman i 
sar., 2020; Marchiosi i sar., 2020). Polazna tac ka biosinteze fenola je s ikimatni put, kljuc na veza 
između primarnog i sekundarnog metabolizma. Ovaj put usmerava ugljenik iz glikolize (u obliku 
fosfoenolpiruvata, PEP) i iz reduktivnog pentozofosfatnog puta (u obliku eritroza 4-fosfata, 



Uvod 

 

36 
 

E4P), ka sintezi aromatic nih jedinjenja. Fenilalanin i tirozin dobijeni iz horizmata (konac ni 
proizvod na putu s ikimata) su prekursori za sva fenolna jedinjenja (Vogt, 2010). Prvi korak 
biosinteze fenilpropanoida iz fenilalanina je katalizovan fenilalanin-amonijak liazom (PAL), c iju 
ekspresiju regulis u razlic iti biotic ki i abiotic ki stresori (Boerjan i sar., 2003; Huang i sar., 2010). 
Nakon biosinteze, fenolna jedinjenja se transportuju u vakuolu ili apoplast (Kitamura, 2006; 
Petrussa i sar., 2013; Zhao, 2015a).  

Hemijski, fenolna jedinjenja mogu da uklanjaju slobodne radikale prenosom atoma 
vodonika (H) sa svojih OH grupa na slobodne radikale (slika 15). Povec ana stabilnost 
formiranog fenoksil-radikala pripisuje se prvenstveno delokalizaciji elektrona i postojanju 
nekoliko rezonantnih oblika. Sa povec anjem stabilnosti formiranog fenoksil-radikala, povec ava 
se moguc nost serija reakcija koje dovode do prekida procesa nastanka slobodnih radikala 
(Heim i sar., 2002). Fenolna jedinjenja mogu da reaguju sa peroksi-radikalima (ROO.), hidroksi-
radikalima (OH.) i superoksidnim anjonskim-radikalima (O2.-) (slika 15). Reakcija H2O2 sa 
prelaznim metalima u Fentonovoj reakciji (slika 15) dovodi do stvaranja izuzetno reaktivnog 
OH. radikala koji promovis e oksidativni stres i dovodi do brojnih os tec enja c elijskih 
komponenti. Fenolna jedinjenja poseduju sposobnost da heliraju metalne katjone, c ime se 
smanjuje njihovo uc es c e u Fentonovoj reakciji i intenzitet oksidativnog stresa (Rice-Evans i sar., 
1996) (slika 15). Antioksidativna aktivnost fenola se zato uglavnom zasniva na njihovom 
potencijalu da heliraju metalne jone i uklanjaju slobodne radikale. Hanasaki i sar. (1994) su 
pokazali da su flavonoidi koji uklanjaju O2.- ili OH. veoma efikasni u ublaz avanju peroksidacije 
lipida. Takođe, flavonoidi koji nisu imali sposobnost uklanjanja slobodnih radikala, na primer 
morin, imali su antioksidativnu aktivnost. 

 

Slika 15. Mehanizmi antioksidativnog delovanja flavonoida; uklanjanje slobodnih radikala (reakcije 1-5) 
i helacija metala (reakcije 6). Prilagođeno iz Hider i sar., 2001. 

   
Flavonoidi i fenolne kiseline su klase fenolnih jedinjenja koja pokazuju najjac u 

antioksidativnu aktivnost u odnosu na druge klase fenolnih jedinjenja, a na osnovu njihove 
hemijske strukture, koja prvenstveno zavisi od prirode supstituenata na aromatic nim 
prstenovima, kao i od poloz aja i broja prisutnih hidroksilnih grupa (Cos i sar., 1998; Heim i sar., 
2002; Kumar i Pandey, 2013). Hidroksilna konfiguracija u B prstenu fenolnih jedinjenja je 
najznac ajnija determinanta za uklanjanje ROS-a (Rice-Evans i sar., 1996; Pietta, 2000).  
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Fenolna jedinjenja kao sekundarni metaboliti smatraju se neesencijalnim za biljke, 
međutim, oni pruz aju razlic ite prednosti pri interakciji biljaka sa okolinom i za rastenje biljaka. 
Flavonoidi su vaz ni za prilagođavanje na dinamic ne faktore spoljas nje sredine i kao odgovor na 
abiotic ke i biotic ke stresore (Simmonds, 2003; Lattanzio i sar., 2006; Morina i sar., 2008; Agati 
i sar., 2013; Mierziak i sar., 2014; Vidovic  i sar., 2015a). Fenoli akumulirani u vakuoli su ukljuc eni 
u odbrambene mehanizme biljaka od biljojeda i fitopatogena, jer poseduju antimikrobna, 
antifungalna i repelentna svojstva (Lattanzio i sar., 2006; Hassan i Mathesius, 2012; Pacheco-
Ordaz i sar., 2018; Yang i sar., 2018; Lattanzio, 2021; Tatipamula i Kukavica, 2021; Patil i sar., 
2024). Fenolna jedinjenja, naroc ito flavonoidi, imaju kljuc nu ulogu u prilagođavanju biljaka na 
stresne uslove okoline (Simmonds, 2003; Lattanzio i sar., 2006; Morina i sar., 2008; Agati i sar., 
2013; Vidovic  i sar., 2015a). 

 Flavonoidi su moc ni neutralizatori ROS-a koji nastaju kao odgovor na stres, i sprec avaju 
oksidativna os tec enja c elija tako s to direktno uklanjaju slobodne radikale, inhibiraju enzime 
koji generis u ROS i prekidaju lanc ane reakcije peroksidacije lipida u biolos kim membranama 
(Mierziak i sar., 2014). U epidermalnim slojevima deluju kao zas tita od UV zrac enja (Lattanzio i 
sar., 2006; Agati i sar., 2013). Flavonoidi mogu biti prisutni kao stalna hemijska barijera 
(fitoanticipini) ili se indukovati kao odgovor na napad (fitoaleksini- antimikrobna jedinjenja 
koja se sintetis u tek kao direktan odgovor na napad patogena) (Lattanzio i sar., 2006). Oni 
inhibiraju spore patogena, ometaju mikrobne adhezije i transportne proteine, i uc estvuju u 
jac anju c elijskog zida kroz procese lignifikacije (Mierziak i sar., 2014). Deluju kao deterenti, 
odbijajuc i insekte od ishrane ili polaganja jaja, i mogu smanjiti palatabilnost i hranljivu vrednost 
biljke, otez ati varenje ili delovati kao direktni toksini za insekte i nematode (Lattanzio i sar., 
2006). Flavonoidi, naroc ito flavonoli poput kvercetina, modulis u transport i katabolizam 
auksina, s to omoguc ava biljkama da promene svoj oblik rasta (npr. grananje, velic inu listova) 
kako bi se bolje prilagodile stresnim uslovima (Lattanzio i sar., 2006). Mogu da heliraju jone 
prelaznih metala (gvoz đe, bakar, cink, aluminijum), sprec avajuc i tako generisanje ROS-a 
(Morina i sar., 2008). U zemljis tu flavonoidi izluc eni kroz koren (poput naringenina ili 
genisteina) imaju ulogu signalnih molekula koji privlac e korisne bakterije iz rodova Rhizobium 
i Frankia, pomaz uc i biljci da ublaz i stres izazvan nedostatkom azota (Taylor i Grotewold, 2005; 
Cooper, 2007; Patil i sar., 2024). Dodatno uc estvuju u mobilizaciji minerala, kao s to su fosfor i 
gvoz đe (Kumar i sar., 2024).  

Fenolna jedinjenja, koja obuhvataju grupe poput tanina, flavonoida i salicilata, 
predstavljaju kljuc ne sekundarne metabolite u odbrambenom arsenalu biljaka. Ovi molekuli 
aktivno suzbijaju herbivore delujuc i kao direktni toksini, deterenti (odbojna sredstva) pri 
ishrani ili inhibitori rasta (Nyman i Julkunen-Tiitto, 2000; War i sar., 2018). Nastanak biljnih gala 
predstavlja primer biolos kog reprogramiranja, gde galikolni organizmi manipulis u 
metabolizmom domac ina kako bi stvorili specijalizovano tkivo koje insektu pruz a hranu i 
zas titu (Isaias i sar., 2015; Zebelo i Maffei, 2015). U ovom procesu, fenolna jedinjenja igraju 
centralnu i vis estruku ulogu. Utvrđeno je da ovipozicionai tec nost (cecidogen) sadrz i kljuc ne 
stimulanse koji mogu pokrenuti formiranje gale c ak i bez prisustva jaja (Barnwall, 2011; 
Barnewall i sar., 2012). Pretpostavlja se da ovi fenoli poreklom iz insekta deluju kao aktivni 
regulatori biljnog metabolizma nakon s to ih tkivo domac ina prepozna i modifikuje. Na ovaj 
nac in, galikolni insekti uspes no manipulis u metabolizmom biljke-domac ina kako bi smanjili 
nivo odbrambenih toksina, c ime tkivo gale postaje pogodnije za ishranu larvi (Nyman i 
Julkunen-Tiitto, 2000; Desnitskiy i sar., 2023; Mishra i sar., 2024). Pored direktne indukcije, 
fenoli uc estvuju i kao signalni molekuli koji utic u na međuc elijsku komunikaciju i hormonsku 
signalizaciju, naroc ito auksina, s to je presudno za specific nu morfogenezu tkiva gale (Mapes i 
Davies, 2001). Dok biljke na ops tu herbivoriju tipic no reaguju akumulacijom fenolnih jedinjenja 
radi odbrane (War i sar., 2018), specijalizovani galikolni organizmi, poput lisnih osa iz roda 
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Pontania na vrbama, uspes no reprogramiraju metabolizam domac ina kako bi optimizovali svoje 
razvojno okruz enje (Nyman i Julkunen-Tiitto, 2000). Ovaj proces podrazumeva drastic no 
smanjenje koncentracije toksic nih fenola u unutras njosti gale, c ime se formira nutritivno 
povoljnije tkivo neophodno za prez ivljavanje i brz e razvic e larvi. Nasuprot tome, tanini se 
selektivno akumuliraju u spoljas njim slojevima gale, stvarajuc i efikasnu hemijsku i strukturnu 
barijeru koja s titi induktora od potencijalnih napada parazitoida i patogenih gljivic nih infekcija 
(Taper i sar., 1986; Giron i sar., 2016).  

Flavonoidi i hidroksicinamic ne kiseline uc estvuju u uklanjanju H2O2 kroz integrisani 
Asc/fenoli/POD sistem koji je lokalizovan u vakuolama i apoplastu (Takahama i Oniki, 1997). 
Ovaj mehanizam omoguc ava efikasno neutralisanje H2O2 c ak i u odeljcima c elije gde nema 
direktne aktivnosti APX (Takahama, 2004). POD u vakuolama i apoplastu koriste H2O2 za 
oksidaciju fenolnih jedinjenja, kao s to su kvercetin, kempferol ili hlorogenska kiselina 
(Takahama, 2004). Tokom ove reakcije se redukuje u vodu, dok fenoli prelaze u visoko reaktivne 
fenoksil radikale, koje direktno redukuje askorbat nazad u prvobitna fenolna jedinjenja 
(Yamasaki, 1997). Na ovaj nac in, flavonoidi i hidroksicimetne kiseline deluju kao posrednici 
(intermedijerni prenosioci elektrona) koji omoguc avaju askorbatu da indirektno ukloni H2O2 u 
c elijskim odeljcima gde on nije primarni supstrat za peroksidaze (Yamasaki, 1997). Nastali 
oksidovani oblici askorbata se transportuju u citosol radi regeneracije putem askorbat-
glutation ciklusa, s to omoguc ava kontinuirano funkcionisanje ovog zas titnog sistema 
(Takahama, 2004). Dokle god je askorbat prisutan, flavonoidi i hidroksicimetne kiseline se ne 
tros e ireverzibilno, vec  kontinuirano cirkulis u, sprec avajuc i oksidativno os tec enje c elije. 

 

1.5.2. Lignin 

 
Lignin je aromatic ni polimer koji je rezultat oksidativnog kombinatornog spajanja 4-

hidroksi-fenilpropanoida (Boerjan i sar., 2003; Ralph i sar., 2004). Proces njegove biosinteze 
zapoc inje u citoplazmi iz fenilalanina (Phe), odakle se, nakon niza hemijskih modifikacija 
(deaminacije, hidroksilacije, metilacije i redukcije) monomeri transportuju u apoplast. Konac na 
polimerizacija lignina odvija se u sekundarnom c elijskom zidu uz pomoc  enzima peroksidaza 
(POD) i lakaza (LAC), pri c emu se kombinuju tri glavna tipa monolignola: sinapil alkohol (S 
jedinica), koniferil alkohol (G jedinica) i p-kumaril alkohol (H jedinica) (Bonawitz i Chapple, 
2010; Sun i sar., 2018). 

Lignin i njegov metabolizam igraju vaz nu ulogu u rastenju i razvic u biljaka. Kao sloz eno 
fenolno jedinjenje, lignin povec ava rigidnost c elijskog zida biljke i daje mu hidrofobna svojstva, 
c ime se olaks ava transport vode i minerala kroz vaskularne snopove (Schuetz i sar., 2014). 
Pored strukturne potpore, lignin sluz i kao moc na barijera protiv s tetoc ina i patogena (Moura i 
sar., 2010; Liu i sar., 2018b). U uslovima biotic kog i abiotic kog stresa, jedna od prvih reakcija 
biljaka je akumulacija ROS-a, prac ena povec anjem akumulacije lignina (Moura i sar., 2010; Liu i 
sar., 2015). Zbog toga metabolizam lignina ima znac ajnu ulogu u otpornosti biljaka na bolesti i 
insekte, kao i u njihovoj toleranciji na sus u, visoke i niske temperature i prisutvo tes kih metala 
(Moura i sar., 2010; Santiago i sar., 2013). Pod dejstvom biotic kog stresa, u c elijski zid se 
intezivno ugrađuje lignin, pri c emu je u njegovoj strukturi udeo H jedinica dosta uvec an (Zhang 
i sar., 2007; Ka rko nen i Koutaniemi, 2010). Povec ana akumulacija lignina moz e da obezbedi 
osnovnu barijeru protiv s irenja uljeza i smanji infiltraciju patogenih enzima i toksina u zidove 
biljnih c elija (Balakrishnan i sar., 2024). Lignin povec ava tvrdoc u biljnog tkiva, s to otez ava 
ishranu insektima (Santiago i sar., 2013). Tokom biosinteze lignina nastaju jedinjenja poput 
ROS-a, peroksida i kinona, koji su direktno s tetni za herbivore (Felton sar., 1989). Biljka moz e 
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povec ati nivo lignina kao direktan odgovor na napad (post-herbivorna indukcija) da bi pojac ala 
fizic ku barijeru ka herbivorima (Zhang i sar., 2022a). 

Lignin, kao kompleksan fenolni polimer, igra centralnu ulogu u morfogenezi i 
strukturnom integritetu gala, sluz ec i kao kljuc na komponenta za mehanic ku potporu, transport 
vode i odbranu od herbivora (Moura i sar., 2010; Liu i sar., 2018b; Xie i sar., 2018). Metabolizam 
lignina tokom razvic a gale neraskidivo je povezan sa reprogramiranjem metabolizma biljke-
domac ina, pri c emu se formiraju sloz ene strukture poput de novo vaskularnog sistema 
(Dolzblasz i sar., 2018; Markel i sar., 2024). Formiranje gala podrazumeva znac ajne promene 
c elijskih zidova pod uticajem galikolnog insekta (Bragança i sar., 2020; Markel i sar., 2024). 
Razvic e gale kod osa s is karica (Cynipidae) obuhvata taloz enje lignina i ksilana, c ime nastaje 
nova vaskularna mrez a koja obezbeđuje efikasan transport hranljivih materija od biljke-
domac ina ka larvi (Markel i sar., 2024). Istovremeno, lignifikovani sklerenhimski slojevi pruz aju 
mehanic ku zas titu larvi od predatora i parazitoida. 

 Razvic e gale zahteva paz ljivo usklađivanje fleksibilnosti c elijskog zida, koja omoguc ava 
ekspanziju, i njegove rigidnosti, koja obezbeđuje potporu. Indukcija galogeneze dovodi do 
akumulacije fenolnih jedinjenja koja inhibiraju IAA-oksidazu, dovodec i do visokih koncentracija 
auksina (IAA) u tkivu (Bedetti i sar., 2014). Hormonalni skok menja fluks jona i zakiseljava 
c elijski zid, c ime se inicira njegovo labavljenje (Bragança i sar., 2020). Nastale modifikacije 
fizic kih svojstava primarnih zidova omoguc avaju ubrzanu ekspanziju c elija putem procesa rasta 
uslovljenog zakis eljavanjem (kiselo rastenje, eng. acid growth) u ranim fazama razvic a gale 
(Zhao, 2010; Majda i Robert, 2018). ROS, prvenstveno H2O2, deluju kao signalni molekuli i 
kofaktori za peroksidaze koje vrs e lignifikaciju (Isaias i sar., 2015). 

Lignin u galama c esto pokazuje drugac iji hemijski sastav u poređenju sa okolnim 
zdravim tkivom. Kod određenih tipova gala, zabelez en je znac ajno niz i odnos siringilnih (S) i 
gvajacilnih (G) jedinica (Weng i Chapple, 2010). Ovakav sastav je karakteristic an za vaskularne 
elemente i tzv. „odbrambeni ili stresni lignin“ koji je c esto bogatiji G ili H jedinicama, jer njihova 
sinteza zahteva manje metabolic ke energije i omoguc ava brz i strukturni odgovor na napad 
herbivora (Yadav i Chattopadhyay, 2023). 

Peroksidaze igraju dualnu i biohemijski sloz enu ulogu u dinamici c elijskog zida: mogu 
delovati kao stimulatori labavljenja zida i rasta (npr. u galama), ali i kao kljuc ni enzimi za 
oc vrs c avanje i lignifikaciju, naroc ito u odgovoru na herbivoriju (Marjamaa i sar., 2009). Tokom 
faze rastenja i ekspanzije c elija, peroksidaze posreduju u labavljenje polimerne mrez e c elijskog 
zida, s to je kljuc no za formiranje struktura poput gala (Liszkay i sar., 2003; Majda i Robert, 2018; 
Bragança i sar., 2020). Suprotno tome, kada deluju u pravcu uc vrs c ivanja, peroksidaze postaju 
glavni mehanizam za prekid rasta i formiranje odbrambenih barijera (Marjamaa i sar., 2009). 
Povec ana aktivnost ovih enzima i ubrzana depozicija lignina na mestu infekcije („odbrambeni 
lignin") predstavljaju kljuc nu strategiju za fizic ku blokadu, hemijsku izolaciju i ogranic avanje 
dostupnih resursa patogenu (Liu i sar., 2018b; Tiwari i sar., 2025). 

U razvijenim galama ove dve suprotstavljene funkcije peroksidaza c esto su prostorno 
organizovane: unutras nji zidovi ostaju fleksibilni kako bi omoguc ili transport nutrijenata ka 
larvi, dok spoljas nji slojevi gala prolaze kroz intenzivnu lignifikaciju posredovanu 
peroksidazama, formirajuc i sloj sklerenhima koji s titi larve unutar gale od predatora i 
istovremeno sprec ava nekontrolisano s irenje modifikovanog tkiva (Teixeira i sar., 2018; Markel 
i sar., 2024). 
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1.6. Kompromis između rasta i odbrane: fotosinteza, 
antioksidativni odgovor i metabolička preraspodela 
 
Kompromis (eng. trade-off) između rastenja i odbrane predstavlja osnovni mehanizam 

kojim sesilni organizmi, poput biljaka, optimizuju svoj opstanak u promenljivom okruz enju 
(Zhou i sar., 2015). Buduc i da su energetski resursi ogranic eni, biljke moraju precizno da 
balansiraju između ulaganja u primarni metabolizam, koji podrz ava rast i reprodukciju, i 
aktivacije sloz enih odbrambenih strategija protiv stresa (Caretto i sar., 2015; Zhou i sar., 2015; 
Zaynab i sar., 2019). Ovaj preusmereni tok energije i prekursora neizbez no namec e metabolic ke 
tros kove, koji se direktno odraz avaju na dinamiku rasta biljke (Bolton, 2009; Caretto i sar., 
2015). U uslovima herbivorije i indukcije gala, jedan od najizrazitijih fiziolos kih odgovora je 
smanjenje fotosintetske aktivnosti (Castro i sar., 2012; Kerchev i sar., 2012). Smanjene stope 
fotosinteze nisu rezultat samo fizic kog os tec enja tkiva ili zatvaranja stoma, vec  su povezane sa 
smanjenom aktivnos c u enzima Rubisco u tamnoj fazi fotosinteze i smanjenjem fiksacije CO₂ 
(Gutsche i sar., 2009). Formiranje gala dovodi do drastic ne inhibicije fotosinteze u tim 
strukturama, koje gube svoj autotrofni karakter i postaju prioritetna mesta za akumulaciju 
resursa (Dorchin i sar., 2009). Analize pokazuju znac ajan pad sadrz aja hlorofila i karotenoida u 
galama, s to ih c ini potpuno zavisnim od priliva fotoasimilata iz okolnih listova preko floema 
(Carneiro i sar., 2014; Jiang i sar., 2018). Nakupljanje ugljenih hidrata u listovima usled ishrane 
insekata dodatno inhibira ekspresiju fotosintetskih gena, c ime se zatvara krug energetske 
preraspodele ka odbrani (Lin i sar., 2000). Promene u fotosintetskoj aktivnosti povlac e za 
sobom dalju preraspodelu metabolizma, pri c emu signalni molekuli imaju kljuc nu ulogu u 
usmeravanju energetskih tokova. Sus tina ovog kompromisa ogleda se u transformaciji tkiva iz 
uloge proizvođac a (izvor) u ulogu potros ac a (uvir) (Bolton, 2009). Ovaj proces je vođen 
specific nim s ec erima i aminokiselinama koji funkcionis u kao kljuc ni medijatori energetskog 
statusa. Molekuli poput T6P i trehaloze igraju centralnu ulogu u reprogramiranju metabolizma 
(Figueroa i Lunn, 2016; Fichtner i Lunn, 2021; Kerbler i sar., 2023). T6P deluje kao senzor koji 
„vara” biljku, indukujuc i deobu c elija i anabolic ke puteve neophodne za rast gala, uprkos 
prisustvu biotic kog stresa (Foster i sar., 2003; Iturriaga i sar., 2009). Herbivorija pokrec e 
masovnu remobilizaciju azota, naroc ito kroz sintezu asparagina i glutamina (Qiao i sar., 2026). 
Asparagin, sa svojim visokim odnosom azota i ugljenika, idealan je za transport i skladis tenje 
resursa koji se preusmeravaju sa rastenja na odbranu ili ishranu larvi u galama (Qiao i sar., 
2026). Biljke c esto brzo povlac e nutrijente iz os tec enih tkiva u bezbednije delove, c ime 
istovremeno izgladnjuju herbivore i c uvaju energiju za kasniju regeneraciju (Schwachtje i sar., 
2006; Robert i sar., 2014). Ova preraspodela resursa usko je povezana sa antioksidativnim 
odgovorom i odrz avanjem redoks homeostaze, jer svaki kontakt sa herbivorom indukuje 
oksidativni prasak tj. brzu produkciju ROS-a (Torres i sar., 2006; Shinya i sar., 2016; Bittner i 
sar., 2017; Mahanta i sar., 2025). Upravljanje ovim oksidativnim statusom je kljuc no za ishod 
interakcije. Pri niskim koncentracijama, ROS sluz e kao sekundarni glasnici koji aktiviraju 
odbrambene gene (Foyer i Noctor, 2005a; Mittler i sar., 2011; Mittler, 2017). Međutim, ako se ne 
neutralis u, dovode do tes kih os tec enja biomolekula (Gill i Tuteja, 2010.). 

Asc-GSH ciklus predstavlja glavnu mrez u za detoksikaciju H2O2 (Chew i sar., 2003; Foyer 
i Shigeoka, 2011; Foyer i Noctor, 2011). Tokom herbivorije, povec ana aktivnost enzima poput 
APX i GR doprinosi vec oj otpornosti biljke (Kerchev i sar., 2012). U tkivu gala c esto se belez i pad 
aktivnosti APX enzima, s to omoguc ava lokalnu akumulaciju ROS-a neophodnu za labavljenje 
c elijskih zidova i brzu hipertrofiju tkiva (Almagro i sar., 2009; Liu i sar., 2010; Ga tjens-Boniche, 
2019). Galikolni insekti ves to manipulis u redoks statusom biljke-domac ina, sprec avajuc i 
nekrozu tkiva i koristec i oksidativni stres kao morfogenetski signal za razvic e gale (Isaias i sar., 
2015; Miller i Raman, 2019; Oates i sar., 2021). Nakon ovih procesa, biljka resurse usmerava ka 
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lignifikaciji i sintezi fenolnih jedinjenja (Gatehouse, 2002; Moura i sar., 2010; Mitho fer i Boland, 
2012; Liu i sar., 2015; Zhang i sar., 2022a). Povec ana aktivnost POD katalizuje polimerizaciju 
lignina, c ime se ojac ava c elijski zid i stvara fizic ka prepreka ishrani insekata (Zhang i sar., 2007; 
Santiago i sar., 2013; Balakrishnan i sar., 2024). Resursi se preusmeravaju sa primarnog rasta 
na s ikimatni put radi sinteze flavonoida i tanina, koji deluju kao direktni toksini ili deterenti za 
herbivore (Nyman i Julkunen-Tiitto, 2000; War i sar., 2018). Dok biljka akumulira ove materije 
u odbrambene svrhe, specijalizovani insekti mogu reprogramirati metabolizam tako da smanje 
nivo toksina u unutras njosti gale radi laks e ishrane larvi (Nyman i Julkunen-Tiitto, 2000; 
Desnitskiy i sar., 2023; Mishra i sar., 2024). 

Sloz ena mrez a ovih odgovora pokazuje da biljka nije pasivni objekat napada, vec  
dinamic an sistem koji stalnim prilagođavanjem svoje fiziologije nastoji da umanji s tetu i sac uva 
resurse za buduc i rast. 

 

1.7. Značaj istraživanja 
 
Znac aj istraz ivanja obuhvac enih ovom doktorskom disertacijom ogleda se u integraciji 

fundamentalnih nauc nih saznanja i njihove potencijalne primene, pruz ajuc i nov uvid u 
kompleksne mehanizme interakcije biljaka i insekata kroz sledec e aspekte: 

• Model sistem za biotic ki stres i metabolic ku relokaciju: Interakcija između lanilista i 
z is ka predstavlja model za izuc avanje procesa u kojima insekti preotimaju c elijske mehanizme 
biljke kako bi preusmerili primarni metabolizam i resurse, poput azota i ugljenih hidrata, iz 
autotrofnih u novoformirana heterotrofna tkiva. Ovaj proces biohemijskog reprogramiranja 
omoguc ava formiranje gale koja funkcionis e kao specijalizovan organ za ishranu i zas titu larvi. 
• Redoks homeostaza i prez ivljavanje: Istraz ivanje objas njava na koji nac in insekt 
manipulis e antioksidativnim sistemom domac ina, pre svega Asc–GSH ciklusom, kako bi sprec io 
odbrambenu reakciju biljke (nekrozu tkiva) kojom biljka pokus ava da izoluje napadac a. Ovakva 
redoks manipulacija omoguc ava insektu da transformis e poc etni oksidativni stres u 
koordinisan morfogenetski signal neophodan za razvic e i stabilnost galozne strukture. 
• Koncept „slatkog imuniteta“ (eng. sweet immunity): Dobijeni rezultati pruz aju znac ajan 
doprinos razumevanju novih koncepata u biljnoj fiziologiji, prema kojima s ec eri, naroc ito 
signalni molekuli poput trehaloze i T6P, ne sluz e samo kao energetski izvori vec  kao kljuc ni 
regulatori koji određuju ishod interakcije između biljke i herbivornih insekata. 
• Biolos ka kontrola invazivnih vrsta: S obzirom da je z uti lanilist (L. vulgaris) invazivna 
korovska vrsta koja koja nekontrolisanim s irenjem ugroz ava biodiverzitet i prirodna stanis ta u 
Severnoj Americi, razumevanje suptilnih mehanizama kojima R. pilosa (kao agens biokontrole) 
suzbija vitalnost svog domac ina ima kritic an znac aj za razvoj efikasnih i ekolos ki odrz ivih 
strategija biolos ke kontrole. Kao visoko specific an herbivor, ovaj z iz ak predstavlja kljuc ni alat 
za oc uvanje ekolos ke ravnotez e kroz suzbijanje vitalnosti korovskih populacija. 
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2. Ciljevi istraživanja 
 
 
Interakcija galikolnih insekata i odgovarajuc e biljne vrste predstavlja primer visoko 

specijalizovane organogeneze nastale njihovom koevolucijom. Osnovni cilj ovog istraz ivanja 
jeste da se u sloz enom adaptacionom procesu interakcije između galikolnih insekata i biljke-
domac ina identifikuju i razgranic e odbrambene reakcije biljke koje su od ops teg znac aja za 
razumevanje odgovora biljke na biotic ki stres. Posebna paz nja posvec ena je razgranic avanju 
odgovora biljke na herbivoriju od odgovora na formiranje galoznog tkiva, jer oba procesa 
predstavljaju razlic ite, ali međusobno povezane oblike biotic kog pritiska. Dodatno, istraz ivanje 
se fokusira na ispitivanje specific nih mehanizama odbrane u razlic itim biljnim organima – 
listovima i stablu – tokom celokupnog razvic a galoznog tkiva. 

 

Specific ni ciljevi istraz ivanja obuhvataju: 

 

• Ispitivanje dinamike reprogramiranja primarnog metabolizma (odnos izvor-uvir), kako 
galikolni insekti modifikuju fiziolos ku distribuciju hranljivih materija, pretvarajuc i tkivo 
domac ina iz izvora u uvir, sa posebnim naglaskom na ulogu trehalozo-6-fosfata u ranoj fazi 
indukcije i na inhibiciji fotosinteze u pogođenim biljnim organima. 
 
• Analiza redoks ravnotez e i uloga Asc–GSH ciklusa: prac enje aktivnosti antioksidativnih 
sistema tokom razlic itih faza razvic a gale, radi razjas njavanja njihove uloge u odbrani biljke ili 
u sprec avanju nekroze tkiva i omoguc avanju rastenje gale. 
 
• Utvrđivanje bifunkcionalnosti peroksidaza (dualna uloga peroksidaza klase III u odbrani 
i organogenezi): razgranic iti faze u kojima peroksidaze doprinose „labavljenju“ c elijskog zida 
radi hipertrofije gale od faza u kojima podstic u lignifikaciju i formiranje zas titnog sklerenhima 
oko larve unutar gale. 
 
• Definisanje specific nosti odgovora po organima (list i stablo): upoređivanje 
metabolic kih i signalnih odgovora u listovima i stablu tokom herbivorije i ovipozicije. Prac enje 
sadrz aja slobodnih aminokiselina kao pokazatelja nutritivne preraspodele i organ-specific ne 
adaptacije biljnog odgovora u procesu galogeneze. 
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3. Materijal i metode 
 
 
U ovom poglavlju opisane su specific ne eksperimentalne metode primenjene tokom 

vis egodis njeg istraz ivanja, fokusirane na interakciju između z utog lanilista (Linaria vulgaris 
Mill.) i galikolnog z is ka (Rhinusa pilosa Gyll.). Eksperimentalna postavka podrazumevala je 
uzgoj biljaka-domac ina i populacija z is ka u strogo kontrolisanim uslovima, pomno prac enje 
procesa polaganja jaja (ovipozicije) i inicijacije gala, i finalno uzorkovanje biljnog tkiva i gala za 
dalje biohemijske analize. 

 
 

3.1. Gajenje biljaka Linaria vulgaris Mill. 
 
Linaria vulgaris Mill. je biljka domac in za z is ka Rhinusa pilosa Gyll., na kojoj ovaj insekt 

polaz e jaja, s to vodi formiranju gala na stablu biljke-domac ina (slika 19 i 21). 

 Za potrebe nas eg istraz ivanja, biljke su prikupljane u rano prolec e (mart–april) sa 
lokaliteta Zemun polje i Dobanovci na teritoriji Beograda, Srbija. Biljke sa terena su presađivane 
sa okolnom zemljom da bi korenovi ostali nepovređeni. Njihovo rasađivanje i dalje gajenje u 
kontrolisanim uslovima obavljeno je u stakleniku i komorama za gajenje biljaka Instituta za 
zas titu bilja i z ivotnu sredinu (IZBIS), Odseka za s tetoc ine bilja u Zemunu (slika 16). Za 
ovipozicije i razvic e galoznog tkiva odabrane su mlade biljke visine oko 10 cm, zdravog izgleda, 
sa zelenim listovima i stablom. Svaka biljka je posađena u pojedinac ne plastic ne cilindric ne 
saksije (dimenzija 10 × 9 × 35 cm) sa poklopcima (gazom) radi ventilacije, odrz avanja vlage i 
sprec avanja kontaminacije insektima i patogenima (slika 16). Podloga za sađenje bila je 
kombinacija peska, vermikulita, perlita i zemljis ta za rasađivanje biljaka. Sve biljke u 
eksperimentu rasle su u sledec im uslovima: temperatura od 21 do 24°C, sa 16/8 h 
dnevno/noc nim ciklusom osvetljenja i 60% relativna vlaz nost vazduha, sve u cilju optimalnog 
razvoja gala. 

 

 
Slika 16. Priprema L. vulgaris biljaka za introdukciju sa R. pilosa u kontrolisanim uslovima.  

Foto: Ivo Tos evski i Ana Sedlarevic  Zoric . 
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3.2. Održavanje uzgojnih kolonija galikolnog žiška Rhinusa pilosa  
 
Rhinusa pilosa (Gyllenhal) je univoltna galikolna vrsta z is ka (Coleoptera: Curculionidae) 

koja polaz e jaja iskljuc ivo na apikalnom delu stabla Linaria vulgaris, s to dovodi do nastanka 
globularnih gala na stablu domac ina (Caldara i sar., 2008; Tos evski i sar., 2015). Zbog uskog 
raspona domac ina, R. pilosa se istraz uje i kao potencijalni agens za biolos ku kontrolu L. vulgaris. 

Adultni z is ci provode zimu u dijapauzi i aktiviraju se u rano prolec e (mart–maj), s to se 
poklapa sa rastom izdanaka domac ina L. vulgaris. Pre parenja, adulti se hrane mladim 
izdancima i lis c em 3 do 5 dana (slika 17). Ukupan razvojni ciklus od polaganja jajeta do izlaska 
novog adulta iz gale traje između 55 i 65 dana, pri c emu larveni stadijumi traju oko 45–50 dana. 

Za uspostavljanje uzgojnih kolonija i eksperimente koris c ene su jedinke sakupljene na 
terenu s irom Srbije i istoc ne Evrope. Parovi z iz aka smes teni su u saksije sa mladim, aktivno 
rastuc im biljkama L. vulgaris, i povrs ina tla saksije prekrivala se belim peskom radi laks e 
vidljivosti insekata i regulacije vlage (slika 17). 

 

 
Slika 17. Rhinusa pilosa na Linaria vulgaris u kontrolisanim uslovima. Foto: Ana Sedlarevic  Zoric . 

 
 

Z enka vrs i ovipoziciju (polaganje jaja) kroz specific an proces (slika 18): 

1. Gricka dubok kanal (1-2 mm) u apikalnom meristemu stabla; 
2. Okrec e telo za 180° i kroz kanal ubacuje ovipozitor u srz  stabla; 
3. Jaja polaz e pojedinac no, najc es c e u seriji 3-5 jaja, retko vis e od 10; 
4. Na mestu polaganja jaja uoc avaju se kapi cecidogena (ovipozicione tec nosti). 

 

Tokom jedne sedmice, parovi R. pilosa su svakodnevno premes tani na nove biljke kako 
bi se osiguralo da imaju dovoljno dostupne hrane i optimalne uslove za parenje. Nakon toga, 
kopulirane z enke su odvojene od muz jaka i prebac ene da vrs e ovipoziciju na novim biljkama 
(slika 18). Koris c eno je između 18 i 30 parenih z enki z is ka R. pilosa tokom jedne sezone. Kada 
su ovipozije uoc ene, z enka se prebacuje u novu saksiju sa intaktnom biljkom, kako bi z enka 
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z is ka nastavila i dalje da polaz e jaja. Biljka sa poloz enim jajima se prenosi u komoru za gajenje 
biljaka sa optimalnim uslovima za dalji rast biljke i uspes no formiranje gala.  

U eksperimentima tokom jedne sezone je prosec no 100 mladih biljaka L. vulgaris 
izlagano z is cima R. pilosa radi indukcije gala; od 100 biljaka, uspes no je inicirano 80-90 gala 
tokom tronedeljnog perioda. 

 

              
Slika 18. Z iz ak Rhinusa pilosa. Prilagođeno iz De Clerck-Floate i sar., 2012. 

 
 

3.3. Razviće gala i eksperimentalni dizajn 
 
Gale su globularne strukture koje nastaju hipertrofijom i hiperplazijom biljnog tkiva. 

Gale koje inicira R. pilosa na L. vulgaris su globularne strukture, koje se razvijaju u apikalnom 
(vrs nom) delu stabla, na mladim i brzo rastuc im vegetativnim izdancima (slika 19 i 21). Prve 
morfolos ke promene (bubrenje stabla) vidljive su nakon 2 do 3 dana, a potpuno razvic e gale u 
laboratorijskim uslovima (pri 23°C) zavrs ava se za 8 do 10 dana, s to koincidira sa pojavom prve 
larve. Prosec na velic ina potpuno formirane gale je oko 18,7 × 9,1 mm. 

Dinamika galogeneze i efekti herbivorije na vrstu L. vulgaris prac eni su kroz seriju 
kontrolisanih ogleda u periodu od 2013. do 2021. godine, uz standardizovane uslove gajenja 
biljaka (na temperaturi između 21–24°C, vlaz nost vazduha 60%, sa fotoperiodom dan/noc : 
16/8 h). Eksperiment je dizajniran tako da jasno razgranic i lokalni i sistemski odgovor biljke 
kroz tri kategorije uzoraka (slika 20): 

- kontrola (C): intaktne L. vulgaris biljke bez os tec enja, 
- herbivorija (H): L. vulgaris biljke sa os tec enjima na stablu nastalim iskljuc ivo ishranom 

z iz aka R. pilosa, i  
- gale (G1–G5): L. vulgaris biljke sa galama razlic ite starosti (od 24h do 10 dana nakon 

izvrs enih ovipozicija). 
 
Dok su znaci herbivorije na stablu i listovima (H uzorci) bili vidljivi vec  nakon 24 c asa od 

uvođenja insekata u saksiju sa biljkom, galozno tkivo (G uzorci) sistematski je uzorkovano od 
trenutka uoc enih ovipozicija do desetog dana nakon uoc enih ovipozicija. Ovakav protokol 
omoguc io je komparativnu analizu metabolic kih promena u listovima i stablu tokom kljuc nih 
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morfolos kih faza, ukljuc ujuc i inicijalno bubrenje stabla (G2) i dostizanje maksimalne mase gale 
(G4 i G5). 

 

 
Slika 19. Gale na Linaria vulgaris indukovane ovipozijama Rhinusa pilosa. GS- uzorci gala/deo stabla sa 

galom. Foto: Ana Sedlarevic  Zoric . 

 

Za uzorke gala prikupljani su delovi stabla L. vulgaris u zoni gale (GS uzorci) i listovi sa 
te biljke (GL uzorci) (slika 19). Sa kontrolnih biljaka su takođe prikupljeni uzorci stabla iz zone 
gde se inac e formiraju gale/gornja trec ina stabla (CS) i uzorci listova (CL), a sa biljaka izloz enih 
hebivoriji uzorkovani su delovi stabla iz zone vidljivih os tec enja usled ishrane insekata (HS) kao 
i listovi sa tih biljaka (HL uzorci) (slika 20). Svi uzorci su odmah zamrzavani u tec nom azotu  
(-195°C) i c uvani na temperaturi -80°C. Kod poc etnih vremenskih tac ki formiranja gale (G1–
G2), gde morfolos ke promene na stablu lanilista tek poc inju da budu vidljive (stablo poc inje da 
bubri), uzorkovan je deo stabla gde se jasno vide rupice koje je z enka R. pilosa progrizla i u koje 
su poloz ena jaja. 

Na stablu L. vulgaris na mestu polaganja jaja mogu se uoc iti kapi ovipozicione tec nosti 
koju luc i z enka tokom ovipozicije (cecidogen). Kapi cecidogena sakupljene su kada su se osus ile, 
24 h posle ovipozicije. 

Adulti R. pilosa za analizu fenolnih jedinjenja sakupljeni su nakon ovipozicije, a larve su 
uzete iz galoznog tkiva i odmah zamrznute u tec nom azotu.  
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Slika 20. Eksperimantalne grupe biljaka iz kojih je vrs eno uzorkovanje biljnog materijala za analize.  

Slika napravljena preko BioRender.com. 



Materijal i metode 

 

48 
 

3.4. Biohemijski parametri biljnog tkiva L. vulgaris 
Nakon izvrs enih ovipozicija i nastanka galoznog tkiva, sakupljeni su uzorci za 

biohemijske analize (gale razlic ite starosti, kao i kontrolne biljke i biljke mehanic ki os tec enje 
ishranom insekta R. pilosa). Uzorci su paz ljivo homogenizovani u keramic kom avanu sa tuc kom 
uz dodatak tec nog azota, a zatim i ekstrahovani i centrifugirani u skladu sa zahtevima planiranih 
biohemijskih analiza (slika 21). Dobijeni ekstrakti dalje su analizirani prema odgovarajuc im 
protokolima primenom razlic itih analitic kih i biohemijskih tehnika, ukljuc ujuc i 
spektrofotometriju, tec nu hromatografiju visokih performansi (HPLC), elektroforezu i Western 
blot metodu. 

 

 
Slika 21. S ematski prikaz procesa ekstrahovanja i analiziranja uzoraka. Slika napravljena preko BioRender.com. 
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3.4.1. Ekstrakcija i kvantifikacija sadržaja ukupnog i redukovanog 
askorbata u galama, stablu i listovima L. vulgaris i određivanje njegovog 
redoks statusa 

 
 
Ekstrakcija neenzimskih antioksidanata iz homogenizovanih tkiva L. vulgaris (gala, 

stablo i listova) izvrs ena je prema optimizovanom protokolu koji su opisali Vidovic  i saradnici 
(2016). Zamrznuti biljni materijal (-80°C) je ekstrahovan u 1,5% (v:v) meta-fosfornoj kiselini 
(MPA) koja je sadrz ala 2 mM EDTA, u odnosu 1:10 (w:v). Dobijeni homogenat je centrifugiran 
na 16.000 g tokom 8 minuta na 4°C. Supernatant je odmah nakon centrifugiranja zamrznut u 
tec nom azotu i c uvan na -80°C do dalje analize, kako bi se osigurala stabilnost ekstrahovanih 
metabolita.  

 
 

3.4.1.1. Određivanje redukovane forme askorbata spektrofotometrijski 
 
Sadrz aj redukovane forme askorbata određen je spektrofotometrijski prema metodi 

koju su opisali Kukavica i Veljovic  Jovanovic  (2004). Princip detekcije zasniva se na specific noj 
oksidaciji askorbata katalizovanoj enzimom askorbat-oksidazom (AO). 

Reakciona smes a (ukupne zapremine 1 ml) sastojala se od 300 mM kalijum-fosfatnog 
pufera (pH 5,5) koji je sadrz ao 2 mM EDTA i 30 µl biljnog ekstrakta. Sadrz aj redukovanog 
askorbata utvrđen je na osnovu smanjenja apsorbance na 262 nm nakon dodavanja 0,5 U 
askorbat-oksidaze u reakcionu smes u. 

Merenja su izvedena na UV-VIS spektrofotometru sa kontrolom temperature (Shimadzu 
UV-160, Kjoto, Japan) na 28°C. Koncentracija askorbata izrac unata je koris c enjem molarnog 
ekstinkcionog koeficijenta (ε265Asc = 14,1 mM−1 cm−1) i potvrđena na osnovu standardne krive 
konstruisane koris c enjem serije poznatih koncentracija askorbata (0,1–1,0 mM).  

 
 

3.4.1.2. HPLC analiza ukupnog i oksidovanog askorbata i redoks stanje 
 
Koncentracija ukupnog askorbata u uzorcima određena je metodom tec ne 

hromatografije visoke efikasnosti (HPLC, eng. High Performance Liquid Chromatography), 
prema protokolu optimizovanom od strane Vidovic  i sar. (2015c). Postupak se zasniva na 
enzimskoj oksidaciji askorbata i naknadnoj derivatizaciji dobijenog dehidroaskorbata (DHA) u 
fluorescentno jedinjenje. 

Uzorci su prethodno razblaz eni 19 puta u 1,5% MPA koja je sadrz ala 2 mM EDTA. 
Potpuna oksidacija askorbata do DHA izvrs ena je inkubacijom uzorka sa 2,5 U askorbat-
oksidaze (AO) u kalijum-fosfatnom puferu (pH 4,5) tokom jednog minuta na sobnoj 
temperaturi. Nakon oksidacije, pH vrednost reakcione smes e podes ena je na 8,0 pomoc u 1 M 
KOH, nakon c ega je usledila derivatizacija dodatkom orto-fenilendiamina (o-PDA) u finalnoj 
koncentraciji od 0,2 mM. Reakcija je tekla 10 minuta na sobnoj temperaturi u mraku, a 
zaustavljena je dodatkom 85% fosforne kiseline (finalna koncentracija 1,65%). 

Ovako pripremljeni o-PDA-DHA derivati (zapremina injektovanja 50 µl) naneti su na 
reverzno-faznu kolonu (5,0 μm, 250 × 4,6 mm Luna C18(2), Phenomenex Ltd., Torrance, CA, USA) 
i analizirani na Shimadzu LC-20AB Prominence HPLC (Shimadzu, Kjoto, Japan) uređaju (slika 22). 
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Elucioni gradijent je formiran pomoc u rastvora A: 20 mM kalijum-fosfatni pufer pH 6,5 i 
rastvora B: MeOH, pri brzini protoka od 1,0 ml min-1 na 25°C: 

 0–6 min: 30% B (izokratska elucija);  
 6,01–13 min: 55–30% B (linearni gradijent);  
 13,01–18 min: 30% B (izokratska elucija). 
 
Detekcija o-PDA-DHA derivata vrs ena je fluorescentnim detektorom RF-10-AXL 

(Prominence, Shimadzu, Japan) pri talasnoj duz ini ekscitacije od 360 nm i emisije od 430 nm. 

Sadrz aj dehidroaskorbata (DHA) izrac unat je kao razlika između ukupnog askorbata 
(utvrđenog HPLC metodom) i redukovanog askorbata (utvrđenog spektrofotometrijski).  

 

Slika 22. Shema analize sadrz aja ukupnog askorbata na HPLC Shimadzu LC-20AB Prominence aparatu. 

 

Kvantifikacija askorbata zasnovana je na obradi povrs ine pika o-PDA-DHA derivata 
koris c enjem standardne krive za askorbat (injektovan je standard askorbinske kiseline u 
koncentracijama od 0 do 0,25 μM rastvoren u 1,5% MPA). 

Redoks stanje askorbata (RsA) predstavljeno je kao procenat sadrz aja redukovane forme 
askorbata u odnosu na ukupni sadrz aj askorbata, prema formuli:  

 RsA (%) = [Asc]/([Asc]+[DHA]) x 100. 

Svi dobijeni hromatogrami obrađeni su pomoc u softvera Shimadzu LC Solution software 
(Shimadzu, Kyoto, Japan). Isti softverski paket koris c en je za obradu podataka svih analiza 
sprovedenih na HPLC sistemu (Shimadzu LC-20AB Prominence), ukljuc ujuc i određivanje 
sadrz aja askorbata, glutationa, slobodnih aminokiselina i fenolnih jedinjenja. Svi reagensi i 
rastvarac i koris c eni u hromatografskim analizama bili su visokog stepena c istoc e (HPLC grade). 
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3.4.2. Ekstrakcija i određivanje glutationa i redoks-stanja u galama, stablu i 
listovima L. vulgaris 

 
 

3.4.2.1. Ekstrakcija glutationa 
 
Ekstrakcija redukovanog (GSH) i oksidovanog glutationa (GSSG) izvrs ena je na ledu u 0,1 

M hlorovodonic noj kiselini (HCl) koja je sadrz ala 1 mM EDTA (1:5, w:v). Protokol je modifikovan 
iz Masi i sar. (2002) i opisan u Vidovic  i sar. (2016). Nakon centrifugiranja homogenata na 
16.000 g tokom 8 minuta na 4°C, dobijeni supernatant je podeljen na dva alikvota: jedan za 
određivanje GSH, i drugi za određivanje sadrz aja ukupnog glutationa. 

Određivanje glutationa u uzorcima se zasniva na derivatizaciji tiolne grupe GSH 
molekula pomoc u fluorogenog obelez ivac a, kao s to je amonijum-7-fluoro-2,1,3-
benzooksadiazol-4-sulfonat (SBD-F). Nakon uspes ne derivatizacije, dobijeni fluorescentni 
derivat se detektuje i kvantifikuje pomoc u HPLC-a, i ovako se dobija kolic ina redukovanog GSH 
u uzorcima. Da bi se odredio GSSG u uzorcima, potrebno je da se redukuje do GSH, koji se zatim 
derivatizuje pomoc u SBD-F, i dobijeni rezultat se odnosi na kolic inu ukupnog glutationa: [GSH 
+ 2GSSG], jer se redukovanjem 1 mola GSSG dobijaju 2 mola GSH. 

 
 

3.4.2.2. Redukcija glutationa i derivatizacija tiolnih grupa; Identifikacija i kvantifikacija 
SBD- F/GSH derivata HPLC metodom 

 
Za određivanje sadrz aja ukupnog glutationa, izvrs ena je redukcija GSSG u GSH mes anjem 

50 µl supernatanta sa 10 µl 3 M natrijum-borhidrida (NaBH4) pripremljenog u 0,1 M NaOH. 
Smes a je inkubirana 30 minuta na 55°C uz stalno mes anje (s ejker), nakon c ega je reakcija 
zaustavljena dodatkom 50 µl 1 M HCl sa 1 mM EDTA. Postupak za određivanje slobodnog GSH 
bio je identic an, uz zamenu NaBH4 rastvorom 1 M NaOH. Derivatizacija tiolnih grupa (-SH) 
pomoc u fluorescentnog markera SBD-F sprovedena je prema protokolima Masi i sar. (2002) i 
Vidovic  i sar. (2016). Reakcija se odvija u baznoj sredini; u 110 µl pripremljenih ekstrakata 
dodato je 117 µl 1 M kalijum-boratnog pufera (pH 10,5). Potom je u smes u dodato 33 µl 0,3% 
rastvora SBD-F, a derivatizacija je tekla 60 minuta na 55°C u mraku. Reakcija je prekinuta naglim 
hlađenjem na ledu i dodatkom 35 µl 2 M HCl sa 2 mM EDTA.  

Kvantifikacija SBD-F/GSH derivata rađena je na HPLC-u prema Vidovic  i sar. (2016). 
Derivatizovani uzorci (20 μl) naneti su na reverzno-faznu kolonu (5,0 μm, 250×4,6 mm Luna 
C18(2), Phenomenex Ltd., Torrance, CA, USA) i analizirani na Shimadzu LC-20AB Prominence 
HPLC (Shimadzu, Kjoto, Japan) uređaju. 

Elucioni gradijent je formiran pomoc u rastvora A: 75 mM amonijum-formijatnog pufera, 
pH 2,9 i rastvora B: MeOH, sa gradijentom elucije prema protokolu Vidovic  i sar. (2016), pri 
brzini protoka od 1 ml min-1 na 25°C: 0-25 min: 10-25% B (linearni gradijent). 

Intenzitet fluorescencije SBD-F/GSH derivata meren je pomoc u fluorescentnog 
detektora RF-10-AXL (Prominence, Shimadzu, Japan) na 516 nm, nakon ekscitacije na 386 nm. 

Kvantifikacija se zasniva na obradi povrs ine pika SBD-F/GSH derivata pomoc u 
standardne krive konstruisane koris c enjem serije poznatih koncentracija GSH (0,5–25 μM) 
pripremljenih u 1,5% MPA. 

Redoks stanje glutationa (RsG) izraz eno je kao procentualni udeo redukovane forme u 
odnosu na ukupni sadrz aj glutationa, prema formuli: RsG (%) = [GSH/(GSH + 2GSSG)] × 100. 
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3.4.3. Ekstrakcija i kvantifikacija ugljenih hidrata u biljnom tkivu L. vulgaris 
 
 

3.4.3.1. Ekstrakcija i kvantifikacija rastvornih ugljenih hidrata u galama, stablu i 
listovima  
L. vulgaris HPLC metodom 

 
Zamrznuto biljno tkivo L. vulgaris (gale, listovi i stabla) homogenizovano je u avanu uz 

dodavanje tec nog azota, i ekstrahovano u dejonizovanoj vodi (1:10, w:v) u ultrazvuc nom 
kupatilu tokom 30 minuta na sobnoj temperaturi (25°C), prema protokolu iz Vidovic  i sar. 
(2015c). Nakon ekstrakcije, uzorci su centrifugirani na 14.000 g tokom 10 minuta na 4°C. 
Dobijeni supernatant je odvojen, i izvrs ena je re-ekstrakcija taloga u metanolu pod istim 
uslovima. Vodeni i metanolni ekstrakti su spojeni i koris c eni za dalju analizu. 

Identifikacija i kvantifikacija rastvornih ugljenih hidrata urađena je primenom visoko- 
efikasne jonoizmenjivac ke hromatografije na HPLC DIONEX ICS 3000 (Dionex, Sunnyvale, USA) 
opremljenom kvaternernom gradijentnom pumpom. Za razdvajanje je koris c ena 
hidroksidselektivna anjon-izmenjivac ka kolona CarboPac PA100 dimenzija 250x4 mm (Dionex, 
Sunnyvale, USA). 

Elucija je postignuta sa tri mobilne faze. Faza A: 600 mM NaOH, faza B: 500 mM natrijum-
acetat i faza C: ultra c ista voda, pri protoku od 0,7 ml min−1 i temperaturi kolone od 30°C. 
Gradijentni program sastojao se iz 7 koraka, 0–5 min: A = 15%, C = 85% (izokratska elucija); 
5,0–5,1 min: A = 15%, B = 2%, C = 83% (izokratska elucija); 5,1–12,0 min: A = 15%, B = 2%, C = 
83% (izokratska elucija); 12,0–12,1 min: A = 15%, B = 4%, C = 81% (izokratska elucija); 12,1–
20,0 min: A = 15%, B = 4%, C = 81% (izokratska elucija); 20,0–20,1 min: A = 20%, B = 20%, C = 
60% (izokratska elucija); 20,1–30,0 min: A = 20%, B = 20%, C = 60% (izokratska elucija).  

Detekcija je vrs ena pomoc u elektrohemijskog detektora sa zlatnom radnom elektrodom 
i Ag/AgCl referentnom elektrodom (Aks ic  i sar., 2019).  

Standardi za glukozu, fruktozu i saharozu pripremljeni su u Ultrapure TKA vodi u 
koncentraciji 1.000 ng ml−1, dok su standardi za ostale ugljene hidrate pripremljeni na isti nac in, 
ali u koncentraciji 100 ng ml−1. 

 
 

 3.4.3.2. Određivanje ukupnih ugljenih hidrata i skroba kod L. vulgaris 
 
Nakon ekstrakcije rastvornih ugljenih hidrata, preostali talozi su isprani 80% etanolom 

i osus eni tokom 24 c asa na 40–50°C. Osus eni materijal je podeljen na dva dela: jedan za 
određivanje ukupnih nerastvornih ugljenih hidrata (TIC, eng. total water-insoluble 
carbohydrates) i drugi za određivanje koncentracije skroba, prema modifikovanoj metodi po 
Sadasivam i Manickam (2008). 

Za određivanje koncentracije ukupnih ugljenih hidrata antronovim reagensom, osus eni 
i fino spras eni talog kuvan je tri sata na 80–90°C sa 2,5 M HCl. Uzorak je potom ohlađen i 
centrifugiran. Ekstraktu je dodata dejonizovana vode (1:4, v:v), a zatim je usledila neutralizacija 
c vrstim natrijum-karbonatom (Na2CO3). Koncentracija TIC određena je kolorimetrijski pomoc u 
antronskog reagensa (40 mg antrona rastvorenog u 20 ml koncentrovane H2SO4). Kuvanje 
uzorka sa antronovim reagensom (10 µl ekstrakta + 90 µl dH2O + 400 µl antronovog reagensa, 
1:9:40, v:v:v) odvijalo se u vodenom kupatilu ili termobloku, na temperaturi od 90°C, tokom 8 
minuta. Tokom reakcije, ugljeni hidrati se u prisustvu koncentrovane kiseline prevode u 
furfural, koji sa antronom gradi plavo-zeleni kompleks. Nakon hlađenja na ledu, apsorbanca je 
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merena na 630 nm pomoc u c itac a mikrotitar ploc a ELISA (GDV MPT Reader, DV 990 BV6). 
Kvantifikacija je izvrs ena na osnovu standardne krive glukoze (0,1–1,0 mg ml⁻¹), a sadrz aj je 
izraz en u mg g⁻¹ suve mase (DW, eng. dry weight). 

Određivanje koncentracije ukupnih nerastvornih ugljenih hidrata izvrs eno je po rac unu: 

 C (mg gDW-1) = (c(mg ml-1) × 10 × 5 × VHCl(ml))/ m(gDW),  

gde je 10 – razblaz enje u odnosu na standard, 5 – razblaz enje uzorka, a gDW – suva masa 
koris c enog taloga u gramima. 

Za određivanje skroba antronskom metodom, talozi iz ekstrakcija za rastvorne ugljene 
hidrate ispirani su pet puta po 10 minuta sa 80% EtOH na 80°C (1:30, w:v), zatim je talog sus en 
24 c asa u sus nici na 40°C. Ekstrakcija skroba izvrs ena je kiselom hidrolizom na ledu u trajanju 
od 20 minuta, uz dodatak dejonizovane vode (1:10, w:v) i perhlorne kiseline (1:10, w:v). Nakon 
centrifugiranja na 16.000 g (4°C), supernatant je odvojen, a postupak ekstrakcije taloga je 
ponovljen pod istim uslovima. Dobijeni supernatanti su spojeni, a alikvot od 0,2 ml je razblaz en 
pet puta dejonizovanom vodom pre dalje analize. Reakciona smes a, koja se sastojala od 50 µl 
ekstrakta, 50 µl dH2O i 400 µl antronskog reagensa (40 mg antrona u 20 ml koncentrovanoj 
H2SO4), inkubirana je 8 minuta na 90°C. Nakon naglog hlađenja na ledu, apsorbanca je merena 
na 630 nm pomoc u c itac a mikrotitar ploc a. Kvantifikacija je izvrs ena pomoc u standardne krive 
glukoze (0,1–1,0 mg ml⁻¹). 

Određivanje koncentracije skroba izvrs eno je po rac unu: 

 C (mg gDW-1) = (c(mg ml-1) × 2 × 5 × V(voda+perhlorna kiselina)(ml))/ m(gDW),  

gde je 2 – razblaz enje u odnosu na standard, 5 – razblaz enje uzorka, gDW – suva masa 
koris c enog taloga u gramima. 

 
 

3.4.4. Ekstrakcija i analiza fotosintetskih pigmenata 
 
Zamrznuti uzorci biljnog tkiva L. vulgaris (gale, stablo i listovi) ekstrahovani su u 80% 

acetonu (1:10, v:v), i centrifugirani na 10.000 g na sobnoj temperaturi. Supernatanti su 
razblaz eni u 80% acetona, a apsorbanca je merena na 663 nm, 645 nm i 470 nm. Koncentracije 
hlorofila a i b (Chl a i Chl b) i karotenoida (Car) određene su spektrofotometrijski (Shimadzu, 
UV-160, Kjoto, Japan) prema jednac inama iz Lichtenthaler i Wellburn (1983), a vrednosti su 
izraz ene u µg pigmenta po g svez e mase (FW, eng. fresh weight): 

Chl a = 12,21 × A663 – 2,81 × A645     

Chl b = 20,13 × A645 – 5,03 × A663     

Car = (1000 × A470 – 3,27 × Chl a – 104 × Chl b)/ 227     

 
 

3.4.5. Analiza brze kinetičke fluorescencije hlorofila (OJIP)  
 
Direktno brzo snimanje fluorescencije hlorofila izvrs eno je koris c enjem makroskopskog 

sistema za fluorescentno snimanje (FluorCam, Photon Systems Instruments, Brno, Češka 
Republika), opremljenog kamerom, softverom i protokolom za merenje koji omoguc ava 
prac enje brze indukcije fluorescencije (OJIP, eng. Analysis of fast chlorophyll fluorescence kinetic 
transients), kao s to je opisano u Ku pper i sar. (2019). OJIP test ne meri direktno kolic inu 
(koncentraciju) hlorofila u gramima, vec  meri fluorescenciju Chl a, odnosno njegovu aktivnost i 
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efikasnost u realnom vremenu. Kada molekuli hlorofila apsorbuju svetlost, oni tu energiju 
koriste za pokretanje fotosinteze (fotohemiju). Deo energije koji se ne iskoristi za fotohemiju ili 
ne disipira kao toplota, vrac a se nazad u obliku crvene svetlosti — fluorescencije. Upravo tu 
reemisiju registruje OJIP instrument. Merenje poc inje veoma brzo (od 50 µs) i prati polifazni 
rast fluorescencije Chl a kroz c etiri karakteristic ne faze (O-J-I-P). Grafik OJIP testa sastoji se od 
x-ose (vreme u μs na logaritamskoj skali), i y-ose (normalizovani intenzitet fluorescencije, od F0 
do Fm) (slika 23). 

Kriva raste kroz c etiri kljuc ne tac ke: 

1. O (Origin/Poc etak) – oko 50 µs; minimalna fluorescencija (F0), kada su svi reakcioni centri 
otvoreni; 

2. J (prva infleksija) – oko 2 ms; redukcija primarnog akceptora QA; 

3. I (druga infleksija) – oko 30 ms; prenos elektrona ka plastohinonu i PS I; 

4. P (Peak/Vrh) – maksimalna fluorescencija (Fm), kada su reakcioni centri zasic eni/zatvoreni. 

Odnos Fv/Fm (gde je Fv = Fm – F0) je indikator maksimalne kvantne efikasnosti PS II i 
koristi se kao dijagnostic ki parametar. 

Promene u obliku krive ili vrednostima ovih parametara ukazuju na stresne uslove (npr. 
sus a, patogeni, toksic nost metala) ili os tec enja fotosintetskog aparata. 

Za ove eksperimente koris c ene su kontrolne biljke i biljke sa razvijenim galama (faza 
G2). Tkivo je smes teno u mernu komoru, ventilisanu strujom vazduha zasic enog vodenom 
parom na temperaturi od 24°C, i paz ljivo poloz eno na stakleni prozor vlaz nim pamuc nim 
jastuc ic em fiksiranim najlonskom mrez icom, prema radu Ku pper i sar. (2007). Dobijene OJIP 
krive uzoraka prilagođenih mraku normalizovane su njihovim Fp vrednostima (ekvivalentno Fm 
jer je koris c eno zasic eno zrac enje) nakon oduzimanja pozadine. Ekscitaciono svetlo je 
obezbeđeno sa dva svetlosna panela sa plavom svetlos c u (LED diode sa pikom od 460 nm) i 
zasic ujuc im bljeskovima plave svetlosti od 4.000 μmol m−2 s−1, dok su druga dva panela 
obezbeđivala merne bljeskove sa optimizovanom kontrolnom elektronikom za brzu kinetiku i 
sinhronizaciju sa ultrabrzom kamerom. Merenja su sprovedena koris c enjem prilagođenog 
protokola prema Ku pper i sar. (2019). Slike su snimane kroz filter propusnog opsega (684 nm) 
svakih 250 μs na poc etku, sa postepenim smanjivanjem brzine kadrova. 

 

 
Slika 23. OJIP kriva fluorescencije hlorofila a. 
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Analiza je urađena koris c enjem FluorCam softvera, a opis koris c enih OJIP-test 
parametara dat je u tabeli 1 (Stirbet i Govindjee, 2011). 

 

Tabela 1. Jednac ine i definicije JIP parametara prema Stirbet i Govindjee (2011). 

φPo = JoTR/JABS=1- Fo/Fm Maksimalni kvantni prinos primarne PS II fotohemije 

φET2o= JoET2/JABS =1- Fj/Fm Kvantni prinos fluksa transporta elektrona od QA do QB 

φRE1o= JoRE1/JABS=1- Fi/Fm Kvantni prinos fluksa transporta elektrona do PS I akceptora elektrona 

ψET2o = JoET2/JoTR =1- Vj Efikasnost/verovatnoc a sa kojom se zarobljeni elektron sa PS II prenosi sa 
QA na QB 

ψRE1o= JoRE1/JoTR =1- Vi Efikasnost/verovatnoc a sa kojom se zarobljeni electron sa PS II prenosi do 
PS I akceptora 

δRE1o= JoRE1/JoET2= (1- Vi)/(1- Vj) Efikasnost/verovatnoc a sa kojom se elektron sa QB prenosi do PS I akceptora 

 

3.4.6. Ekstrakcija i HPLC analiza slobodnih aminokiselina u galama, stablu i 
listovima L. vulgaris 

 
Tkivo gala, listova i stabla L. vulgaris ekstrahovani su u 50% MeOH (1:10, w:v), 

prilagođeno prema protokolu Z ivanovic  i sar. (2020). Homogenat je centrifugiran 10 minuta na 
14.000 g na temperaturi od 4°C. Izdvojeni supernatant je zamrznut u tec nom azotu i c uvan na -
80°C za kasniju analizu.  

Određivanje slobodnih aminokiselina izvrs eno je metodom tec ne hromatografije visoke 
efikasnosti (HPLC) uz prekolonsku derivatizaciju sa orto-ftalaldehidom (OPA) u prisustvu β-
merkaptoetanola, prema principu koji je opisao Roth (1971). Reagens za derivatizaciju sastojao 
se od 20 mM natrijum-boratnog pufera (pH 9,5), 0,4 M OPA i β-merkaptoetanola (9:1:0,01, 
v:v:v). Alikvoti supernatanta su razblaz eni 10 puta, pomes ani sa istom zapreminom reagensa i 
nakon 5 minuta inkubacije injektirani u HPLC sistem. OPA reagens sam po sebi nije 
fluorescentan, ali u reakciji sa aminokiselinama i u prisustvu redukujuc eg jedinjenja (kao s to je 
2-merkaptoetanol) daje derivate (izoindole) koji su fluoroscentni i tada ih je moguc e 
detektovati pomoc u fluorescentnog detektora (Roth, 1971). 

Analiza je urađena na uređaju Shimadzu LC-20AB Prominence koris c enjem reverzno-
fazne kolone Luna C18(2) (5,0 μm, 250 × 4,6 mm, Phenomenex Ltd.). Injekciona zapremina 
iznosila je 20 µl. Mobilna faza se sastojala iz sledec ih eluenata, A – 20 mM natrijum-fosfatni 
pufer pH 6,8 : MeOH : tetrahidrofuran (90:9:1, v:v:v) i B – 20 mM natrijum-fosfatni pufer pH 6,8 
: MeOH : tetrahidrofuran (40:59:1, v:v:v), sa brzinom protoka od 1,2 ml min-1 na temperaturi od 
40°C. Razdvajanje proteinogenih aminokiselina (osim prolina, cisteina i histidina) postiglo se 
sledec im elucionim gradijentom: 

 0–5 min: A =100%, B = 0% (izokratska elucija);  
 5–30 min: A = 70%, B = 30% (izokratska elucija);  
 30–35 min: B = 30–60% (linearni gradijent); 
 35–45 min: A =50%, B = 50% (izokratska elucija);  
 45–70 min: B = 50–70% (linearni gradijent); 
 70–90 min: A = 0%, B = 100% (izokratska elucija). 
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Fluorescencija nastalih derivata merena je pomoc u detektora RF-10-AXL na talasnoj 
duz ini ekscitacije od 340 nm i emisije od 455 nm (Noctor i Foyer, 1998b). Kvantifikacija je 
izvrs ena poređenjem povrs ina pikova uzoraka sa standardima derivatizovanim na identic an 
nac in. 

 

3.4.7. Ekstrakcija i određivanje fenolnih jedinjenja primenom HPLC metoda 
 
 

3.4.7.1. Ekstrakcija i određivanje solubilnih fenolnih jedinjenja i fenolnih jedinjenja 
vezanih za ćelijski zid u galama, stablu i listovima L. vulgaris 

 
Određivanje fenolnih jedinjenja vezanih za c elijski zid urađeno je metodom bazne 

hidrolize taloga po protokolu opisanom Gruz i sar. (2011). Tkiva L. vulgaris, prethodno 
zamrznuta, brzo su samlevena tuc kom u fini prah i ekstrahovana u MeOH sa 0,1% HCl (1:10, 
v:v). Uzorci su inkubirani 60 minuta na ledu u mraku, zatim centrifugirani 10 minuta na 16.000 
g na 4 ˚C, prema Cocuron i sar. (2019) i Vidovic  i sar. (2015).  

Talog preostao nakon ekstrakcije osus en je u vakuum uparivac u. Odmereno je 5 mg 
suvog taloga i inkubirano sa 500 µl 2 M rastvora NaOH tokom 24 h na 25°C uz stalno mes anje, 
kako bi se raskinule estarske veze između fenolnih kiselina i polisaharida c elijskog zida. Nakon 
inkubacije, ekstrakt je zakiseljen dodatkom 100 µl koncentrovane HCl. Oslobođena fenolna 
jedinjenja su zatim ekstrahovana iz vodene faze dodatkom 1 ml etil-acetata, nakon c ega je 
usledilo centrifugiranje tokom 5 minuta na 16.000 g na sobnoj temperaturi. Gornja faza (etil-
acetat) je sac uvana, a postupak ekstrakcije sa etil-acetatom ponovljen je c etiri puta. Dobijene 
frakcije su spojene i uparene do suvog ostatka na vakuum uparivac u. Pre HPLC analize, suvi 
ekstrakti su resuspendovani u 500 µl 50% MeOH i centrifugirani na 16.000 g tokom 5 minuta 
na sobnoj temperaturi.  

 
 

3.4.7.2. Identifikacija i kvantifikacija fenolnih jedinjenja vezanih za ćelijski zid 
korišćenjem UPLC-DAD metode 

 
Fenolna jedinjenja vezana za c elijski zid razdvajana su pomoc u tec nog hromatografa 

ultravisokih performansi (UPLC hromatograf, Thermo Dionex Ultimate 3000), koji je kuplovan 
sa fotodiodnim detektorom. Koris c ena je Luna C18(2) reverzno-fazna kolona (5,0 μm, 250 × 4,6 
mm, Phenomenex Ltd., Torrance, CA, USA). Mobilna faza se sastojala od sledec ih eluenata: 

A– acetonitril (ACN), i B – sirc etna kiselina : ACN : fosforna kiselina : voda (10:5:0,1:84,9; 
v:v:v:v). 

Metod je trajao 70 minuta, pri brzini protoka od 1,1 ml min-1, i temperaturi od 25°C, a 
primenjen je sledec i elucioni gradijet, 0–25 min: A = 0%, B =100% (izokratska elucija); 25–35 
min: A = 20%, B = 80% (izokratska elucija); 35–65 min: A = 40%, B = 60% (izokratska elucija); 
65–70 min: A = 0%, B = 100% (izokratska elucija). 

Hromatogrami su snimani na razlic itim talasnim duz inama (280 nm za katehine, 
hidroksibenzoeve kiseline i njihove derivate; 320 nm za hidroksicinamic ne kiseline i njihove 
derivate; i flavone na 340 nm). Identifikacija pojedinac nih fenolnih jedinjenja urađena je 
komparacijom retencionih vremena i njihovih apsorpcionih spektara sa autentic nim 
odgovarajuc im standardima. Kvantifikacija je zasnovana na integrisanoj povrs ini dobijenih 
pikova, koris c enjem Chromeleon 6.8 softvera.  
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3.4.7.3. UHPLC-MS/MS OrbiTrap analiza fenolnih jedinjenja kod cecidogena i u stablu L. 
vulgaris 

 
Pre UHPLC-MS/MS OrbiTrap analize, ekstrakti su filtrirani kroz 0,45-mm PTFE 

membranski filter. Hromatografska razdvajanja su izvedene koris c enjem sistema tec ne 
hromatografije ultravisokih performansi (UHPLC, eng. Ultrahigh-Performance Liquid 
Chromatography), koji se sastoji od kvaternarne Accela 600 pumpe i Accela autosamplera 
(Thermo Fisher Scientific, Bremen, Nemačka). UHPLC sistem je spojen sa hibridnim masenim 
spektrometrom linearnom jonskom zamkom i OrbiTrap-om (LTQ-OrbiTrap MS), opremljenim 
elektrosprej jonskim izvorom sa zagrevanjem (HESI-II, Thermo Fisher Scientific, Bremen, 
Nemačka). Kolona Syncronis C18 (100 × 2,1 mm, velic ina c estica 1,7 µm, Thermo Fisher 
Scientific) koris c ena je kao analitic ka kolona za razdvajanje jedinjenja (Gas ic  i sar., 2014). 

Mobilna faza sastojala se od sledec ih eluenata: A: voda + 0,01% sirc etna kiselina, i B: 
ACN. Koris c en je linearni gradijent pri brzini protoka od 0,25 ml min-1, a zapremina injektovanja 
je bila 5 µl: 0–1 min: B = 2%, 1–14 min: B = 2 do 98%, 14–14,1 min: B = 98 do 2%, a zatim B = 
2% tokom 5 min. 

Maseni spektrometar je radio u negativnom jonizacionom modu. Parametri jonskog 
izvora podes eni su na sledec i nac in: napon izvora 4,5 kV; napon kapilare -4 V; napon cevnog 
soc iva -59,11 V; temperatura kapilare 275°C; protok glavnog i pomoc nog gasa (N2) 30 i 7 
proizvodnih jedinica (Kec kes  i sar., 2013). 

MS spektri su dobijeni akvizicijom punog opsega koji pokriva 100–1.000 m/z. Rezolucija 
je postavljena na 30.000 za kompletnu analizu skeniranja. Za detekciju monoizotopske mase 
nepoznatih jedinjenja koris c ena je potpuna analiza skeniranja, dok je put fragmentacije dobijen 
pomoc u MSn. Ova precizna metoda pretrage masa zasnovana je na MS analizi visoke rezolucije 
(OrbiTrap), pretrazi baze podataka i predviđanje MSn fragmentacije koris c enjem softvera Mass 
Frontier 6.0 (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Nemačka). 

Priprema osnovnog rastvora mes avine svih fenolnih jedinjenja (1.000 mg l-1) urađena je 
u metanolu. Razblaz ivanje osnovnog rastvora metanolom dalo je radne rastvore koncentracije 
od 0.025; 0.050; 0.100; 0.250; 0.500; 0.750 i 1.000 mg l-1. Kalibracione krive su dobijene 
crtanjem povrs ina pikova standarda u odnosu na njihovu koncentraciju. Fenoli su identifikovani 
i kvantifikovani prema odgovarajuc im spektralnim karakteristikama: maseni spektar, tac na 
masa, karakteristic na fragmentacija i karakteristic no vreme zadrz avanja. Za kontrolu 
instrumenta, prikupljanje podataka i analizu podataka koris c en je softver Xcalibur (verzija 2.1). 
Kvantifikacija je urađena prema metodu tac ne pretrage mase (± 5 ppm) poređenjem vremena 
zadrz avanja i tac ne mase dostupnih standarda. Fenolni glikozidi bez dostupnih standarda su 
kvantifikovani koris c enjem odgovarajuc ih aglikona ili odgovarajuc ih glikozida kao standarda. 
Kvantifikacija aglikona bez standarda i njihovih glikozida je urađena koris c enjem jednog od 
reprezentativnih fenola iz iste podklase fenola. Apigenin je koris c en za kvantifikaciju apigenin 
glikozida, diosmetina, hispidulina i njihovih glikozida; hesperetin je koris c en za kvantifikaciju 
acacetina, pektolinaringenina, izorhamnetina i njihovih glikozida i naringenin glikozida; hrizin 
je koris c en za kvantifikaciju hispidulina i njegovog izomera. Nepoznato jedinjenje je 
kvantifikovano koris c enjem apigenina kao standarda. 

 
 

3.4.7.4. Ekstrakcija solubilnih fenolnih jedinjenja iz gala, stabla i listova L. vulgaris 
 
Zamrznuto biljno tkivo L. vulgaris (gale, stablo i listovi) homogenizovano je u tec nom 

azotu do finog praha, a zatim ekstrahovano u metanolu (MeOH) sa 0,1% HCl (1:10, w:v), prema 
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protokolu koji su opisali Vidovic  i sar. (2015b). Ekstrakcija je vrs ena na ledu u mraku tokom 50 
minuta, nakon c ega je homogenat centrifugiran na 16.000 g tokom 10 minuta na 4°C. Radi 
uklanjanja lipofilnih jedinjenja (hlorofila i lipida) koja mogu ometati hromatografsku analizu, 
600 μl supernatanta pomes ano je sa 400 μl dejonizovane vode i 600 μl hloroforma. Smes a je 
inkubirana na s ejkeru 45 minuta na 4°C u mraku, a zatim ponovo centrifugirana (16.000 g, 10 
min, 4°C). Donja, hloroformska frakcija je odbac ena, dok je gornji vodeni sloj zadrz an za dalju 
analizu i podeljen na dva jednaka alikvota: frakcija solubilnih fenolnih glikozida, i frakcija 
aglikona, koja je dobijena kiselom hidrolizom glikozida u 2 M HCl tokom 60 minuta na 85°C 
prema metodi koju su opisali Hertog i sar. (1992). Iz svih pripremljenih ekstrakata uklonjen je 
kiseonik propus tanjem struje inertnog gasa (azotom ili argonom) radi sprec avanja oksidacije 
fenola, nakon c ega su uzorci c uvani na -80°C do hromatografske analize. 

Fenolna jedinjenja u insektima (n = 3) i larvama (n = 3) ekstrahovana su koris c enjem iste 
procedure kao za biljno tkivo, osim dodatka hloroforma. 

 
 

3.4.7.5. Identifikacija i kvantifikacija solubilnih fenolnih jedinjenja pomoću HPLC-DAD 
 
Fenolni profil lista, stabla i gala L. vulgaris analiziran je pomoc u HPLC-a, gde je koris c ena 

reverzno-fazna kolona (5,0 µm, 250×4,6 mm Luna C18(2), Phenomenex Ltd., Torans, CA, USA) i 
HPLC Shimadzu LC-20AB Prominence liquid chromatograph (Shimadzu, Kyoto, Japan). 
Zapremina injektovanja svakog uzorka bila je po 50 μl.  

Elucioni gradijent je sadrz ao dve mobilne faze: 

 A: acetonitril (ACN) i 

 B: sirc etna kiselina: ACN:fosforna kiselina:voda (10:5:0,1:84,9, v:v:v:v),  

pri protoku 1 ml min-1, na temperaturi od 25°C. 

Primenjen je sledec i gradijent elucije, kako bi se postiglo fino razdvajanje fenola: 

 0–5 min: A = 0%, B = 100% (izokratska elucija); 
 5–25 min: A = 0–20%, B = 100–80% (linearni gradijent);  
 25–35 min: A = 20–40%, B = 80–60% (linearni gradijent);  
 35–40 min: A = 40–0%, B = 60–100% (linearni gradijent). 

Fenolna jedinjenja su detektovana pomoc u fotodiodnog detektora (SPD-M20A Diode 
array Prominence detector). Hromatogrami su snimani na vis e talasnih duz ina (280, 320 i 340 
nm), kako bi se obuhvatili specific ni maksimumi apsorbcije za datu grupu fenolnih jedinjenja 
(hidroksibenzoeve kiseline i njihovi derivati na 280 nm, hidroksicinamati i derivati na 320 nm, 
flavoni na 340 nm). 

Pojedinac ni fenolne komponente prisutne u uzorcima su identifikovane na osnovu 
poređenja retencionih vremena i apsorpcionih spektara sa autentic nim standardima.  

 
 

3.4.8. Određivanje lignina u biljnom tkivu 
 
Sadrz aj lignina u uzorcima L. vulgaris određen je metodom solubilizacije u acetil-

bromidu, prema protokolima koje su opisali Chen i sar. (2000). Postupak je zapoc et koris c enjem 
taloga preostalog nakon ekstrakcije fenola vezanih za c elijski zid. Frakcija c elijskog zida 
izolovana je alkalnom hidrolizom u 2 M NaOH tokom 17 c asova na sobnoj temperaturi uz 
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konstantno mes anje. Talog dobijen nakon centrifugiranja ispran je dva puta dejonizovanom 
vodom i sus en 24 c asa na 80°C. 

Kvantifikacija lignina je izvedena acetil bromidnim testom, gde je koris c eno 2,5 mg 
frakcije c elijskog zida sa 250 µl 25% acetil-bromida (v:v u glacijalnoj sirc etnoj kiselini). Smes a 
je inkubira na 60°C tokom 60 minuta, c ime je postignuta acilacija i potpuna solubilizacija lignina 
(Morrison, 1972). Nakon toga, uzorci su ohlađeni na ledu, a zatim neutralisani sa 2 M NaOH. 
Posle centrifugiranja od 5 minuta na 4°C na 15.000 g, supernatant (250 µl) je pomes an sa 5 µl 
15 M hidroksilamina (radi uklanjanja slobodnog broma), i 2,495 µl glacijalne sirc etne kiseline. 

Apsorbanca finalnog rastvora merena je spektrofotometrijski na 280 nm (Shimadzu, UV-
160, Kjoto, Japan). Standardne krive su dobijene koris c enjem rastvora koniferil alkohola, koji je 
svez e pripremljen u glacijalnoj sirc etnoj kiselini ili u MeOH, u opsegu koncentracija 10–150 µM. 
10 mM s tok rastvara se u MeOH, a ostala razblaz enja prave se u sirc etnoj kiselini. U ovom testu 
lignin hidrolizuje na monomere, pa se zato koniferil alkohol koristi kao standard. 

Sadrz aj lignina izraz en je kao µmol ekvivalenata koniferil alkohola po mg c elijskog zida. 

 
 

3.4.9. Ekstrakcija antioksidativnih enzima iz stabla, listova i gala L. vulgaris 
 
Priprema uzoraka za određivanje aktivnosti antioksidativnih enzima izvrs ena je 

homogenizacijom zamrznutog biljnog tkiva L. vulgaris (list, stablo i gale) u tec nom azotu do 
forme finog praha. Ekstrakcija je rađena u odgovarajuc im puferima specific nim za svaki enzim, 
uz dodatak 5% (w:v) nerastvornog polivinil-pirolidona (PVP), 5% (w:v) koktela inhibitora 
proteaza (Pi; P2714, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ili fenilmetilsulfonil fluorida (PMSF, eng. 
phenylmethylsulfonyl fluoride) kao inhibitora proteaza. Odnos tkiva i ekstrakcionog pufera je bio 
1:10 (w:v) za list, dok je 1:6 (w:v) za stablo i gale. Nakon homogenizacije, ekstrakti su inkubirani 
na ledu tokom 30 minuta uz povremeno mes anje, a potom su centrifugirani na 10.000 g tokom 
10 minuta na 4°C. Dobijeni supernatanti su odvojeni i odmah koris c eni za merenje aktivnosti 
enzima. 

 
3.4.9.1. Ekstrakcija solubilnih peroksidaza III klase (POD), katalaze (CAT) i superoksid-
dismutaza (SOD) 

 
Ekstrakcija solubilnih POD (EC 1.11.14.7), CAT (EC 1.11.1.6) i SOD (EC 1.15.1.1) iz biljnog 

tkiva L. vulgaris urađena je u 50 mM Tris-HCl pH 7,2 puferu sa 50 mM NaCl i 0,05% Tween- 20, 
5% PVP (w:v) i 1 mM PMSF (w:v), po metodi opisanoj u Kukavica i sar. (2009).  

 
3.4.9.2. Ekstrakcija enzima iz askorbat-glutation ciklusa (APX, DHAR, MDAR, GR) 

 
Ekstrakcija askorbat-peroksidaze (APX, EC 1.11.1.11) vrs ena je u ekstrakcionom 

medijumu koji je sadrz ao 100 mM kalijum-fosfatni pufer pH 7,2 sa 1mM EDTA, 0,1% (w:v) 
Triton X-100, 5% (w:v) PVP, 5% (w:v) Pi i 10mM askorbat.  

Ekstrakcija za enzime monodehidroaskorbat-reduktazu (MDAR, EC 1.6.5.4), 
dehidroaskorbat-reduktazu (DHAR, EC 1.8.5.1) i glutation-reduktazu (GR, EC 1.6.4.2) iz 
smrznutog, spras enog biljnog tkiva rađena je u 100mM HEPES-KOH puferu pH 7,8 sa 2 mM 
EDTA, 5 mM magnezijum-hloridom (MgCl2), 3 mM 2-merkaptoetanolom, 5% (w:v) PVP, 5% 
(w:v) Pi i 0,1% (w:v) Triton X-100 (Morina i sar., 2010).  
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3.4.9.3. Izolacija ćelijskog zida i ekstrakcija solubilnih i peroksidaza vezanih za ćelijski 
zid 

 
Ekstrakcija peroksidaza (POD) koje su jonski ili kovalentno vezane za elemente c elijskog 

zida, izvrs ena je prema protokolu iz Kukavica i sar. (2009). Biljni materijal je homogenizovan u 
50 mM M Tris-HCl puferu (pH 7,2) koji je sadrz ao 50mM NaCl, 1mM PMSF (w:v) i 0,05% Tween-
80. Homogenat je inkubiran na ledu uz stalno mes anje tokom 40 minuta, a nakon toga je 
centrifugiran na 1.000 g tokom 20 minuta na 4°C. Dobijeni supernatant predstavljao je frakciju 
solubilnih peroksidaza (solPOD), dok je preostali talog koris c en za dalju izolaciju jonski i 
kovalentno vezanih formi enzima. Za ekstrakciju jonski vezanih peroksidaza (ionPOD), talog je 
resuspendovan u 50 mM Tris-HCl puferu (pH 7,2) sa dodatkom 1 M NaCl u odnosu 1:6 (w:v) za 
uzorke lista, odnosno 1:4 (w:v) za uzorke stabla. Nakon inkubacije od 30 minuta na ledu uz 
mes anje, ekstrakti su centrifugirani na 10.000 g tokom 20 minuta na 4°C, a supernatant sa 
ionPOD je odvojen za dalju analizu. Preostali talog je ispran nekoliko puta 50 mM Tris-HCl 
puferom (pH 7,2) kako bi se uklonili tragovi soli. Kovalentno vezane peroksidaze (covPOD) 
ekstrahovane su iz ispranog taloga dodatkom istog pufera u koji su dodati digestivni enzimi 
0,5% celulaza (EC 3.2.1.4, Sigma) i 2,5% pektinaza (EC 3.2.1.15, Sigma). Proces enzimske 
ekstrakcije trajao je 24 c asa na 4°C uz stalno mes anje. Finalni ekstrakt je centrifugiran na 1.000 
g tokom 10 minuta na 4°C, nakon c ega je izdvojen supernatant sa frakcijom covPOD. 

 
 

3.4.10. Određivanje aktivnosti ekstrahovanih enzima u stablu, listovima i 
galama L. vulgaris 

 
Aktivnosti svih ekstrahovanih enzima u tkivu L. vulgaris određene su 

spektrofotometrijski koris c enjem UV-VIS spektrofotometra sa sistemom za kontrolu 
temperature (Shimadzu UV- 160, Kjoto, Japan). Sva merenja su izvedena u tri nezavisna uzorka, 
na temperaturi od 25°C. Dobijene vrednosti enzimske aktivnosti izraz avane su na dva nac ina: 
kao specific na aktivost u odnosu na koncentraciju ukupnih rastvornih proteina (Sp, U mg-1 
proteina), ili kao aktivnost po jedinici svez e mase biljnog tkiva (A, U g-1FW). Enzimski eseji su 
sprovedeni prema protokolima opisanim u radovima Morina i sar. (2010) i Vidovic  i sar. 
(2015b). 

 
 

3.4.10.1. Određivanje aktivnosti POD 
 
Aktivnost peroksidaza klase III (POD) određena je spektrofotometrijski prac enjem 

oksidacije gvajakola (2-metoksifenola) u tetragvajakol, prema optimizovanom protokolu 
opisanim u radu Vidovic  i sar. (2015b). Reakciona smes a (u kiveti ukupne zapremine 1 ml) 
sastojala se od 100 mM kalijum-fosfatnog pufera (pH 6,5) sa dodatkom 1 mM EDTA, 30 µl 
ekstrakta, 20 µl 1 M gvajakola, a reakcija je zapoc eta dodavanjem 20 µl 1 M H2O2. 

Kinetika reakcije prac ena je kao linearno povec anje apsorbance na 470 nm tokom 3 
minuta, usled formiranja tetragvajakola. Aktivnost enzima izrac unata je koris c enjem 
ekstinkcionog koeficijenta za tetragvajakol (ε470tetragvajakol = 26,6 mM-1 cm-1). Jedna jedinica 
enzimske aktivnosti (U) definisana je kao kolic ina enzima koja katalizuje oksidaciju 1 µmol 
gvajakola u minuti pri standardnim uslovima na 25°C. 
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3.4.10.2. Određivanje aktivnosti APX 
 
Aktivnost askorbat-peroksidaze (APX; EC 1.11.1.11) određena je spektrofotometrijski 

prac enjem oksidacije askorbata prema metodu Nakano i Asada (1981), optimizovanom za tkivo 
L. vulgaris (Vidovic  i sar., 2015b). Princip eseja zasniva se na merenju pada apsorbance 
askorbata na 290 nm u prisustvu vodonik peroksida, s to odgovara oksidaciji askorbata u 
dehidroaskorbat. Reakciona smes a (ukupne zapremine 1 ml) sastojala se od 50 mM kalijum-
fosfatnog pufera (pH 7,2) koji je sadrz ao 2 mM EDTA, 0,2 mM askorbata i ekstrakta koji je 
prethodno razblaz en 33 puta. Reakcija je zapoc eta dodavanjem 20 μl 10 mM H2O2. Kinetika je 
prac ena tokom 3 minuta na 25°C, uz obavezno oduzimanje vrednosti neenzimske oksidacije 
askorbata (merene u odsustvu biljnog ekstrakta). Aktivnost enzima izrac unata je koris c enjem 
molarnog ekstinkcionog koeficijenta za askorbat (ε290Asc = 2,8 mM−1 cm−1). Jedna jedinica 
enzimske aktivnosti (U) definisana je kao kolic ina enzima neophodna da katalizuje oksidaciju 1 
μmol askorbata u minuti pod navedenim eksperimentalnim uslovima. 

 
 

3.4.10.3. Određivanje aktivnosti MDAR 
 
Aktivnost monodehidroaskorbat-reduktaze (MDAR; EC 1.6.5.4) određena je 

spektrofotometrijski prac enjem oksidacije nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADH) na 
340 nm, prema metodi Hossain i Asada (1985). Princip eseja se zasniva na regeneraciji 
askorbata iz monodehidroaskorbat radikala (MDA•), pri c emu NADH sluz i kao donor elektrona. 
Reakciona smes a (ukupne zapremine 1 ml) sadrz ala je 100 mM kalijum-fosfatni pufer (pH 7,8) 
sa 1 mM EDTA, 2,5 mM askorbata, 0,25 mM NADH i 1 U askorbat-oksidaze (AO). U smes u je 
dodavano 40 μl (za uzorke lista), odnosno 10 μl ekstrakta (za uzorke stabla). MDA• radikali su 
generisani in situ u reakcionom sistemu pomoc u askorbata i AO. Merenje je izvedeno u dva 
koraka tokom 3 minuta na 25°C. Prvo je prac ena ukupna promena apsorbance u punoj 
reakcionoj smes i, a zatim je snimana nespecific na oksidacija NADH u odsustvu askorbat-
oksidaze. Stvarna aktivnost MDAR izrac unata je kao razlika između ove dve reakcije, koristec i 
molarni ekstinkcioni koeficijent za NADH (ε340NADH = 6,2 mM−1 cm−1). Jedna jedinica enzimske 
aktivnosti (U) definisana je kao kolic ina enzima koja oksiduje 1 μmol NADH u minuti u prisustvu 
MDA• radikala pod navedenim uslovima. 

 
 

3.4.10.4. Određivanje aktivnosti DHAR 
 
Aktivnost dehidroaskorbat-reduktaze (DHAR; EC 1.8.5.1) određena je 

spektrofotometrijski prac enjem stvaranja askorbata na 265 nm, prema modifikovanom 
protokolu Hossain i Asada (1984). Princip testa se zasniva na redukciji dehidroaskorbata (DHA) 
u askorbat, uz prisustvo redukovanog glutationa (GSH) kao donora elektrona. Reakciona smes a 
(ukupne zapremine 1 ml) sastojala se od 100 mM kalijum-fosfatnog pufera (pH 7,0) koji je 
sadrz ao 1 mM EDTA, 0,2 mM DHA i 40 μl ekstrakta. Reakcija je zapoc eta dodavanjem GSH 
(finalne koncentracije 2 mM). Promena apsorbance je prac ena tokom 3 minuta na konstantnoj 
temperaturi od 25°C. Od ukupne brzine reakcije oduzeta je vrednost neenzimske redukcije 
ozmeđu DHA i GSH, merene u odsustvu biljnog ekstrakta. 

Aktivnost enzima izrac unata je koris c enjem molarnog ekstinkcionog koeficijenta za 
askorbat (ε265Asc = 14,1 mM−1 cm−1). Jedna jedinica enzimske aktivnosti (U) definisana je kao 
kolic ina enzima neophodna za proizvodnju 1 μmol askorbata u minuti pod navedenim 
eksperimentalnim uslovima. 
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3.4.10.5. Određivanje aktivnosti GR 
 
Aktivnost glutation-reduktaze (GR; EC 1.8.1.7) određena je spektrofotometrijski 

prac enjem oksidacije NADPH na 340 nm, prema metodi Foyer i Halliwell (1976). Princip eseja 
se zasniva na redukciji oksidovanog glutationa (GSSG) u prisustvu NADPH kao donora 
elektrona. Reakciona smes a (ukupne zapremine 1 ml) sastojala se od 50 mM kalijum-fosfatnog 
pufera (pH 7,8) sa 2 mM EDTA, 0,1 mM NADPH i 50 μl biljnog ekstrakta. Reakcija je zapoc eta 
dodavanjem GSSG (finalne koncentracije 1 mM). Pad apsorbance je prac en tokom 1 do 3 minuta 
na konstantnoj temperaturi od 25°C. Od ukupne reakcije oduzeta je vrednost nespecific ne 
oksidacije NADPH merene u odsustvu supstrata (GSSG). 

Aktivnost enzima izrac unata je koris c enjem molarnog ekstinkcionog koeficijenta za 
NADPH (ε340NADPH = 6,2 mM−1 cm−1). Jedna jedinica enzimske aktivnosti (U) definisana je kao 
kolic ina enzima neophodna za oksidaciju 1 μmol NADPH u minuti pod navedenim 
eksperimentalnim uslovima. 

 
 

3.4.11. Određivanje koncentracije proteina u ekstraktima biljnog tkiva 
 
Koncentracija ukupnih rastvornih proteina u biljnim ekstraktima određena je 

kolorimetrijskom metodom po Bradfordu (1976), prilagođenom za rad na mikrotitar ploc ama. 
Metoda se zasniva na specific nom vezivanju boje Coomassie Brilliant Blue G-250 za boc ne grupe 
aminokiselina, s to dovodi do pomeranja maksimuma apsorbance sa 465 nm na 595 nm. 

Bredfordov reagens pripremljen je rastvaranjem 100 mg boje Coomassie Brilliant Blue 
G-250 u 50 ml 95% etanola, uz dodatak 100 ml 85% fosforne kiseline, i dopunjavanjem 
destilovanom vodom do 200 ml. Pre same upotrebe, rastvor je razblaz en destilovanom vodom 
u odnosu 1:5 (v:v) i filtriran. 

Analiza je izvedena pipetiranjem 5 µl ekstrakta i 200 µl radnog reagensa u bunaric e 
mikrotitar ploc e (odnos uzorak:reagens = 1:40). Nakon inkubacije od 30 minuta na sobnoj 
temperaturi u mraku, apsorbanca je merena na 595 nm pomoc u c itac a za mikrotitar ploc e 
(Tecan Infinite M Nano+ ili GDV DV.990 BV6). 

Koncentracija proteina izrac unata je na osnovu standardne krive konstruisane 
koris c enjem goveđeg serum albumina (BSA) kao standarda, u opsegu koncentracija od 0,1 do 
1,0 mg ml⁻¹. Standardi su pripremljeni u istom ekstrakcionom puferu koji je koris c en za 
izolaciju enzima, kako bi se eliminisao eventualni uticaj komponenti pufera na razvoj boje. 

 
 

3.4.12. Elektroforetsko razdvajanje proteina iz stabla, listova i gala L. 
vulgaris 

 
3.4.12.1. Izoelektrično fokusiranje proteina 

 
Izoelektric no fokusiranje (IEF) je elektroforetska tehnika u kojoj se razdvajanje proteina 

vrs i na osnovu njihove izoelektric ne tac ke (pI). Izoelektric na tac ka proteina je jednaka pH 
rastvora pri kome su proteini elektric no neutralni. Zavisi od sastava proteina i zato predstavlja 
fizic ko-hemijsku konstantu za svaki protein. Metodom IEF razdvajane su izoforme peroksidaza 
(POD) iz ekstrakata biljnog tkiva L. vulgaris (stablo i gale).  
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IEF se izvodi na poliakrilamidnom gelu u kome je prethodno uspostavljen konstantan 
pH gradijent između dve elektrode. Gradijent se uspostavlja mes avinom amfolita nosac a koji su 
raspoređeni u gelu prema svojim izoelektric nim tac kama kada se gel podvrgne elektric noj struji 
(prefokusiranje). U fazi fokusiranja, proteini putuju do anode ili katode, u zavisnosti od njihovog 
naelektrisanja, ili do zone sa pH vrednos c u jednakom njihovoj pI. Proteini su u ovom trenutku 
elektric no neutralni, gube elektroforetsku pokretljivost i fokusiraju se u uskoj zoni. Po zavrs etku 
izoelektric nog fokusiranja na gel, fiksacija odvojenih proteina se vrs i bojenjem srebrom ili 
bojom kao s to je Coomassie-Blue. 

Za razdvajanje enzima na osnovu njihove pI vrednosti, uzorci su izoelektrofokusirani 
pomoc u horizontalnog Multifor sistema (Amersham, Biosciences). Izoforme proteina razdvajane 
su u pH opsegu od 3,0-9,0 na 7,5% poliakrilamidnom gelu, c iji se sastav (zapremine za 1 gel, za 
16,5 ml gela): 

30% akrilamid (AA/bis AA): 4,125 ml (finalna koncentracija 7,5%), 
N,N,N´,N´-tetrametil-etan-1,2-diamina (TEMED): 13,2 µl (finalna koncentracija 7 mM), 

  10% amonijum persulfat (APS): 82,5 µl (finalna koncentracija 0,05%), 
50% glicerol: 4,4 ml (finalna koncentracija 13,3%), 
smes a amfolita pI 3-10: 1,65 ml (finalna koncentracija 3%), i 
dejonizovana voda: 6,325 ml. 

Izoelektric no fokusiranje proteina izvedeno je na horizontalnim gelovima dimenzija  
15 × 11 cm. Rastvor za polimerizaciju je uliven između staklenih ploc a, a gornja ivica je 
prekrivena slojem n-butanola radi obezbeđivanja ravne povrs ine i sprec avanja kontakta sa 
atmosferskim kiseonikom. Polimerizacija je vrs ena na sobnoj temperaturi u trajanju od 60 do 
120 minuta. Nakon polimerizacije, ploc a sa gelom je fiksirana na rashladnu platformu IEF 
aparature pomoc u tankog sloja dejonizovane vode. Za uspostavljanje kontakta sa elektrodama 
koris c ene su papirne trake natopljene anodnim (75 mM H2SO4) i katodnim (150 mM NaOH) 
rastvorom. Pre nanos enja uzoraka, izvrs eno je prefokusiranje gela radi formiranja stabilnog pH 
gradijenta pod uslovima od 2.000 V, 50 mA i 10 W, pri konstantnoj temperaturi od 4°C u trajanju 
od 30 do 45 minuta. Uzorci su naneti na povrs inu gela pomoc u aplikacionih papiric a, pri c emu 
je na svaki papiric  naneta kolic ina od 8 µg proteina (maksimalne zapremine do 20 µl), nakon 
c ega je nastavljeno fokusiranje do postizanja konac nog razdvajanja proteina prema njihovim 
izoelektric nim tac kama. Fokusiranje uzoraka izvedeno je pod uslovima od 2.000 V, 50 mA i 15 
W, pri konstantnoj temperaturi od 4°C, u trajanju od 90 do 120 minuta. Napredak procesa 
prac en je putem jac ine struje; rad elektroforeze je prekidan u trenutku kada je jac ina struje 
opala na stabilnih 8 mA, s to je indikator da su proteini dostigli svoje izoelektric ne tac ke i da je 
gradijent u potpunosti formiran. Po zavrs etku procesa, gel je odmah podvrgnut fiksaciji i 
bojenju. 

Radi precizne identifikacije pI vrednosti svake izoforme ispitivanih proteina, koris c eni 
su komercijalni markeri sa pI opsegom 3,8-9,3 (IEF-MIA Sigma Aldrich). Marker je pripremljen 
kombinacijom sledec ih jedinjenja: metil-crveno (pI 3,8), inhibitor tripsina (pI 4,6), karbonska 
anhidraza II (pI 5,9), karbonska anhidraza I (pI 6,6) i tripsinogen (pI 9,3). 

 
3.4.12.2. Vizuelizacija izoformi peroksidaza na gelu 

 
Nakon zavrs ene elektroforeze, gelovi su isprani dejonizovanom vodom, a zatim 

podvrgnuti postupku fiksiranja i bojenja. Ukupni proteini i trake pI markera vizuelizovani su 
fiksiranjem gelova u rastvoru 50% metanola i 10% sirc etne kiseline tokom 20 minuta, nakon 
c ega je usledilo bojenje rastvorom 0,1% Coomassie Brilliant Blue (CBB) tokom dodatnih 20 
minuta (Veljovic  Jovanovic  i sar., 2006). Vis ak boje je uklonjen ispiranjem gelova tokom noc i u 
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rastvoru 5% metanola i 7% sirc etne kiseline. Specific na detekcija izoformi peroksidaza (POD) 
na gelu izvrs ena je prema protokolu koji su opisali Kukavica i sar. (2012). Gelovi su inkubirani 
u rastvoru za bojenje koji je sadrz ao 10 mg α-naftola rastvorenog u 10 ml metanola, uz dodatak 
90 ml 100 mM kalijum-fosfatnog pufera (pH 6,0). Reakcija vizuelizacije enzimske aktivnosti 
zapoc eta je dodavanjem 50 µl 30% H2O2. Izoforme peroksidaza postale su vidljive u obliku 
tamnih traka nakon 5–15 minuta inkubacije. 

 
 

3.4.13. Analiza proteina metodom imunoblota 
 
Ispitivanje enzima u uzorcima urađeno je i primenom Western blot metode, koja se 

sastoji od tri faze: razdvajanje proteina prema velic ini elektroforezom na poliakrialmidnom gelu 
(SDS-PAGE), transfera razdvojenih proteina sa gela na membranu i imunodetekcije proteina 
pomoc u specific nih antitela. 

 
3.4.13.1. Vertikalna elektroforeza na poliakrilamidnom gelu pod denaturišućim 
uslovima (SDS- PAGE) 

 
Primenom SDS-PAGE elektroforeze proteini se razdvajaju prema svojoj molekulskoj 

masi i naelektrisanju, jer ovi faktori određuju brzinu kojom c e polipeptidi putovati kroz gel. Za 
razdvajanje proteina koris c ena je tehnika jednodimenzionalnog razdvajanja proteina prema 
molekulskim masama u denaturis uc im uslovima na poliakrilamidnom gelu (PAGE, eng. 
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) u prisustvu natrijum dodecil sulfata (SDS, eng. Sodium 
Dodecyl Sulfate), po modifikovanoj Laemmli metodi (Laemmli, 1970). SDS (nosioc negativnog 
naelektisanja) se snaz no vezuje za proteine, i kada se kuvaju sa SDS-om, proteini dobijaju 
negativno naelektrisanje proporcionalno svojoj molekulskoj masi. Ova negativna naelektrisanja 
se međusobno odbijaju, dolazi do promene konformacije proteina, i ovako denaturisani, 
izduz eni polipeptidni lanci negativnog naelektrisanja se razdvajaju iskljuc ivo na osnovu mase, i 
na gelu dobijaju samo monomeri. Koris c enjem ditiotreitola (DTT), koji redukuje disulfidne 
mostove proteina, pojac ava se destabilizacija tercijarne i kvaternarne strukture proteina i 
pojac ava efekat razmotavanja polipeptidnih lanaca. S to je manja velic ina polipeptidnog lanca, 
to brz e putuje kroz pore gela. 

Razdvajanje proteina prema njihovim molekulskim masama izvrs eno je metodom 
vertikalne elektroforeze na sistemu Mini-PROTEAN® II (Bio-Rad, Minhen, Nemačka). Koris c eni 
su diskontinuirani poliakrilamidni gelovi debljine 1 mm, sastavljeni iz gela za koncentrovanje 
(eng. stacking gel) (5% akrilamida) i gela za razdvajanje (15% akrilamida). Gel za razdvajanje 
pripremljen je u 0,375 M Tris-HCl puferu (pH 8,8) i sadrz i sadrz i 29% AA i 1% N,N´ bis AA, dok 
je gel za koncentrovanje pripremljen u 0,13 M Tris-HCl puferu (pH 6,8) i sadz i 5% AA. 
Polimerizacija oba dela gela indukovana je dodatkom 0,1% APS i 0,1% TEMED. 

Uzorci su pre nanos enja na gel pripremljeni mes anjem sa puferom za uzorke (PUZ) u 
odnosu 1:2 (v:v), c ime su postignute finalne koncentracije od 2% (w:v) SDS, 62,5 mM Tris-HCl 
(pH 6,8), 10% (w:v) glicerola, 100 mM DTT i 0,002% (w:v) bromfenol plavog (Veljovic  Jovanovic  
i sar., 2006). Ovako pripremljeni uzorci kuvani su 30 minuta na 100°C, a potom ohlađeni na 
sobnu temperaturu. U svaki bunaric  gela naneto je po 8 µg proteina. 

Elektroforeza je izvedena u elektrodnom puferu (0,025 M Tris-HCl, 0,192 M glicin, 10% 
SDS, pH 8,3). Proces je zapoc et pri konstantnom naponu od 120 V dok su se uzorci nalazili u 
gelu za koncentrovanje, nakon c ega je napon smanjen na 100 V tokom prolaska kroz gel za 
razdvajanje. Proteini se krec u ka pozitivnoj elektrodi, prvo kroz gel za koncentrovanje, a zatim 
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kroz gel za razdvajanje. Elektroforeza je prekinuta nakon 2–3 sata, kada je front boje (bromfenol 
plavo) dostigao donju ivicu gela. Za identifikaciju molekulskih masa proteina koris c en je 
standardni marker u opsegu 10–260 kDa (Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder, 
Thermo Scientific, Rokford, SAD). 

 
 

3.4.13.2. Imunoblot (Western blot) 
 
Nakon zavrs ene SDS-PAGE, proteini su sa gela preneti na membranu od poliviniliden-

difluorida (PVDF) ili nitrocelulozne membrane polusuvim postupkom (eng. semi-dry) (Burnette 
1981). Elektro-transfer je izveden pomoc u uređaja Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell 
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornija, SAD) u transfer puferu (tris-glicin puferu, pH 8,3) 
sa dodatkom 20% metanola (v:v). Elektrotransfer je obavljen pri 55 mA (za dva 
gela/„sendvic a“), pri naponu od 10 do 20 V, u trajanju oko 50 minuta. Listovi gustog filter papira 
(Whatman 3MM) i nitrocelulozne membrane su ekvilibrisani u transfer puferu tokom 30 
minuta, dok se PVDF membrane aktiviraju u metanolu pa zatim ekvilibris u u transfer puferu 
(30 minuta). Nakon zavrs ene SDS-PAGE elektroforeze gelovi su isprani od SDS-a i ekvilibrisani 
u transfer puferu 20 minuta. Membrana se priljubljuje direktno uz gel iz SDS-PAGE 
elektroforeze. Par gel – membrana se stavlja između listova filter papira, a zatim se ovaj 
„sendvic “ postavlja između elektroda, i ceo sklop potapa u kadicu sa puferskim rastvorom za 
prenos. Proteini pod dejstvom elektric ne struje putuju kroz gel ka pozitivnoj elektrodi, i na tom 
putu se zadrz avaju na membrani. Po zavrs etku, gelovi su stavljeni u rastvor za bojenje, a 
membrane u 1% NFDM (eng. Non-Fat Dry Milk) u PBS puferu (eng. Phosphate Buffered Saline, 
puferisani fiziolos ki rastvor: 1,5 mM KH2PO4, 6,5 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl, 0,14 M NaCl; pH 
7,2) da se ne bi osus ili. Efikasnost transfera potvrđena je reverzibilnim bojenjem membrane 
rastvorom 1% Ponceau-S u 5% sirc etnoj kiselini. Ova boja se reverzno vezuje za proteine na 
membrani c ime je omoguc ena njihova vizuelizacija, nakon c ega je boja uklonjena ispiranjem u 
dejonizovanoj vodi. 

Nespecific no vezivanje antitela sprec eno je blokiranjem membrane u rastvoru 0,5% 
bezmasnog mleka u prahu (NFDM, eng. Non-Fat Dry Milk; GE Healthcare Bio-Sciences) u PBS 
puferu (eng. Phosphate Buffered Saline, puferisani fiziolos ki rastvor: 1,5 mM KH2PO4, 6,5 mM 
Na2HPO4, 2,7 mM KCl, 0,14 M NaCl; pH 7,2) tokom jednog sata na sobnoj temperaturi uz stalno 
mes anje. Imunodetekcija ciljnih proteina obavljena je dvostepenom inkubacijom. Membrana je 
prvo inkubirana sa primarnim antitelom (nakon blokiranja u 1% NFDM u PBS-u) tokom noc i na 
4°C uz blago mes anje. Vis ak nevezanih antitela uklonjen je serijom ispiranja u TPBS rastvoru 
(0,1% Tween 20 u PBS, 4 × 5 minuta), nakon c ega je usledila inkubacija sa odgovarajuc im 
sekundarnim antitelom u TPBS-u u trajanju od dva sata na 4°C uz blago mes anje. Finalni koraci 
ispiranja obuhvatili su TPBS (4 × 5 minuta) i PBS (3 × 5 minuta) na sobnoj temperaturi uz blago 
mes anje, kako bi se membrana pripremila za vizuelizaciju imunokompleksa. 

Detekcija imunoobelez enih proteinskih traka izvrs ena je metodom pojac ane 
hemiluminiscencije. Membrane su inkubirane 5 minuta u reakcionoj smes i pripremljenoj 
mes anjem jednakih zapremina rastvora 1 (100 mM Tris-HCl pH 8,5; 250 mM luminol; 85 mM 
p-kumarna kiselina) i rastvora 2 (100 mM Tris-HCl pH 8,5; 30% H2O2). Nakon inkubacije, 
membrane su zas tic ene providnom folijom i postavljene u kasetu za ekspoziciju. U mrac noj 
komori, pod kontrolisanim uslovima (crveno svetlo), na membrane je postavljen rendgenski 
film (Kodak), koji je nakon ekspozicije razvijen u rastvoru za razvijanje do pojave vidljivih traka, 
fiksiran i ispran dejonizovanom vodom. Za detekciju izoformi superoksid-dizmutaze (SOD) 
koris c ena su specific na primarna antitela prema protokolu opisanim u Vidovic  i sar. (2016). Za 
obelez avanje Cu/ZnSOD koris c eno je zec ije poliklonsko antitelo (AS06 170, Agrisera) u 
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razblaz enju 1:1.000, dok je za MnSOD koris c eno zec ije poliklonsko antitelo (AS09 524, Agrisera) 
u razblaz enju 1:2.000. Oba antitela su konstruisana prema sekvencama proteina izolovanih iz 
biljke A. thaliana (Vidovic  i sar., 2016). 

 
 

3.4.14. Statistička obrada rezultata 
 
Biohemijske analize su izvrs ene na uzorcima prikupljenim sa nezavisnih biljaka, pri 

c emu je broj biolos kih ponavljanja iznosio n = 5 za pigmente, ugljene hidrate, aminokiseine i 
enzime u kontrolnim (CL, CS) i biljkama izloz enim herbivoriji (HL, HS), kao i u tkivu gala u fazi 
inicijacije (G1). U fazi intenzivnog rasta gala (G2-G5), analizirano je između 5 do 12 nezavisnih 
uzoraka, zavisno od stadijuma razvic a gale. Za analizu cecidogena koris c eno je n = 8 biolos kih 
ponavljanja. Za analizu fenolnih jedinjenja koris c eno je po 3 nezavisna uzorka za adulte i larve 
R. pilosa. Svi rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna gres ka (SE). 

Tukey post hoc test je koris c en za poređenje srednjih vrednosti između vis e grupa 
(kontrola, herbivorija i razlic ite faze razvnoja gala) kako bi se utvrdile statistic ki znac ajne 
razlike (p ≤ 0,05), i primenjen je kod merenja sadrz aj skroba i ukupnih nerastvornih ugljenih 
hidrata, kod sadrz aja rastvornih (solubilnih) ugljenih hidrata i aminokiselina, askorbata, 
glutationa, enzima antioksidativne zas tite i fenolnih jedinjenja. Parametri fluorescencije 
hlorofila i fotosintetski pigmenti testirani su Mann-Whitney U-testom. 

Sve statistic ke analize su izvrs ene u programskom paketu IBM SPSS Statistics (verzija 
20.0, SPSS Inc., Čikago, IL, SAD), uz usvojeni prag znac ajnosti od 0,05. Stepeni statistic ke 
znac ajnosti u radu su oznac eni na sledec i nac in: *** = p < 0,001; ** = p < 0,01; * = p ≤ 0,05, dok 
su statistic ki neznac ajne razlike oznac ene sa ns. 
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4. Rezultati 

 

4.1. Inicijacija i razvoj galoznog tkiva (galogeneza) na stablu 
 L. vulgaris 

 

U periodu od 2013 do 2021. godine (mart-maj) prosec no po 100 mladih Linaria vulgaris 
biljaka je izloz eno z is cima Rhinusa pilosa i time je omoguc eno polaganje njihovih jaja u stablo 
biljke-domac ina i nastanak galoznog tkiva. Koris c eno je 20-30 parenih z enki R. pilosa po sezoni. 
Nakon prestanka dijapauze, odrasle jedinke R. pilosa raspoređene su u parovima na biljke-
domac ine L. vulgaris radi oporavka, ishrane i parenja. Vec  nakon 24 c asa na stablu ovih biljaka 
primec eni su znaci os tec enja izazvani ishranom insekta, pa su ove biljke koris c ene za analizu 
efekta herbivorije (H uzorci). 

Tokom eksperimenta uzorkovane su kontrolne, neinfestirane biljke (C; uzorci lista - CL i 
uzorci stabla - CS), kao i biljke sa mehanic kim os tec enjima na stablu i na listovima usled ishrane 
R. pilosa (H; HL - listovi nakon herbivorije, i HS - stablo nakon herbivorije). Biljke sa formiranim 
galama uzorkovane su za analize po zadatoj vremenskoj skali starosti ovipozicija: G1 - 24 h, G2 
- 48 h, G3 - 4 dana, G4 - 7 dana i G5 -10 dana nakon ovipozicije (slika 24). I za sve stupnjeve 
razvoja gala sakupljeni su uzorci listova (G×L) i uzorci stabla (G×S). 

Prosec na tez ina svez eg biljnog tkiva (FW) u nivou gde se gale indukuju (gornja trec ina 
kontrolnog stabla) iznosi 0,12 ± 0,01 gFW za kontrolne biljke (C) i biljke izloz ene herbivoriji (H); 
nakon 48 sati (G2) nije dos lo do znac ajnog povec anja mase stabla, dok se 7 dana (G4) nakon 
ovipozicije galozno tkivo stabla povec alo na 0,22 ± 0,02 gFW. Potpuno formirane gale su 
globularne, okrugle ili duguljaste strukture na stablu biljke domac ina, prosec ne duz ine oko 18,7 
± 1,7 mm i s irine oko 9,1 ± 0,5 mm.  

 

 
Slika 24. Faze razvic a gale na L. vulgaris: ovipozicija; gala stara 48 h/4 dana/7 dana. Foto: Ivo Tos evski. 
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4.2. Promene u fotosintetskom aparatu pri galogenezi 
 

4.2.1. Fotosintetski pigmenti 

 
 Sadrz aj Chl a i Chl b znac ajno je smanjen u formiranim galama G4S (2,7 puta za Chl a i 2 

puta Chl b) u odnosu na kontrolno stablo (CS), a ukupni hlorofil 2,5 puta, dok je odnos Chl a/b 
smanjen za trec inu (tabela 2). Sadrz aj ukupnih karotenoida (Car) u galoznom tkivu je takođe 
bio znac ajno niz i u odnosu na kontrolno stablo. 

U listovima biljaka sa razvijenom galom (G4L) sadrz aj karotenoida je bio 1,3 puta manji 
u odnosu na kontrolu (tabela 2). Ipak, tokom trajanja eksperimenta (7 dana) nivo fotosintetskih 
pigmenata nije znac ajno promenjen u odnosu na kontrolne listove. 

 

Tabela 2. Hlorofil a i b (Chl a i b, μg g-1FW), njihov odnos (Chl a/b), i sadržaj karotenoida (Car, μg g-1FW) kod L. 
vulgaris kontrolnih biljaka (list - CL i stablo - CS), i u stablu i listovima biljaka sa galama starim sedam dana (G4L 
i G4S). Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥8). Zvezdice predstavljaju statistički značajne razlike između 
kontrolnog i galoznog biljnog tkiva (* p<0,05, ** p <0,01 and *** p<0,001). 

 Chl a Chl b Chl a + b Chl a/b Car 

CL 1418 ± 200 496 ± 68 1914 ± 265 2,9 ± 0.1 254 ± 22 

G4L 1190 ± 403 520 ± 225 1518 ± 734 2,3 ± 0.6 202 ± 16 

CS 179 ± 14 47 ± 5 226 ± 18 4,1 ± 0.6 49 ± 4 

G4S  62 ± 3*** 24 ± 2** 86 ± 5*** 2,9 ± 0.8* 28 ± 5* 

 
 

4.2.2. OJIP analiza fluorescencije hlorofila 

 
 Brza fluorescencija hlorofila se koristi kao osetljiva metoda za detekciju promena u 

fotosintetskom protoku elektrona i u efikasnosti fotosinteze (PS II). OJIP testom se prikazuje 
polifazni rast fluorescencije Chl a, tj njegova aktivnost i efikasnost transporta elektrona. 
Merenja nisu pokazala razlike u vrednostima ovog parametra u uzorcima listova između biljaka 
sa galama u poređenju sa kontrolnim biljkama (slika 25). Nasuprot tome, kod gala starih sedam 
dana (G4S), povec ana fluorescencija Chl na F300µs, Fj i Fi, dovela je do promene nagiba O-J i J-I 
dela krive, s to ukazuje na promene u primarnim fotohemijskim reakcijama i transportu 
elektrona (slika 25). Formiranje gale na stablu nije uticalo na fotosintetsku aktivnost listova. 
Međutim, kod stabla sa galom primec eno je smanjenje fluksa elektrona od QA do QB i ka PS I kao 
i verovatnoc e transporta elektrona od PS II ka PS I u odnosu na kontrolne listove. 

 



Rezultati 

 

69 
 

 

 
 Slika 25. OJIP kriva u listovima i stablu L. vulgaris kontrola i biljaka sa razvijenom galom starom 7 dana 

(G4). Na logaritamskoj skali vremena uoc avaju se c etiri faze: O- poc etni nivo (Fo) na 100 µs; J korak- infleksija na 
oko 2 ms; I korak- infleksija na oko 30 ms; P- maksimum (FM) na oko 100 ms. Predstavljene su srednje vrednosti ± 
SE (n≥12). 

 

Formiranje gala na stablu L. vulgaris nije znac ajno uticalo na fotosintetsku aktivnost 
listova. Kao s to je prikazano u tabeli (tabela 3), nije bilo statistic ki znac ajnih razlika ni u jednom 
od merenih parametara između kontrolnih listova (CL) i listova biljaka sa galama starim 7 dana 
(G4L). S to se tic e galoznog tkiva na stablu u odnosu na kontrolu (G4S i CS uzorci), izmerene su 
razlike u efikasnosti transporta elektrona (tabela 3). Nisu uoc ene znac ajne razlike u sluc aju 
maksimalnog kvantnog prinosa PS II primarne fotohemije (Fv/Fm) između kontrolnih stabala 
(0,77) i stabala sa galama (0,76) (tabela 3), s to ukazuje da je proces primarnog razdvajanja 
naelektrisanja stabilan uprkos formiranju galoznog tkiva. S to se tic e kinetike reakcije, iako je 
sam prinos primarne fotohemije (Po) bio stabilan u obe vrste tkiva, primec ene su promene u 
nagibu O-J dela krive fluorescencije kod gala starih sedam dana (G4) (slika 25). Ovo ukazuje na 
promene u dinamici primarnih fotohemijskih reakcija, pre svega transport elektrona, ali ne i na 
maksimalnu efikasnost primarnog razdvajanja naelektrisanja, tj ne dolazi do drastic nog 
os tec enja ili fotoinhibicije u reakcionim centrima PS II (Fv/Fm). Transport elektrona između 
hinona (od QA do QB), c ime se opisuje efikasnost prenosa elektrona unutar PS II od primarnog 
(QA) do sekundarnog (QB) akceptora, prikazan je parametrom ET2o u Tabeli 3. Dobijene 
vrednosti za gale su statistic ki znac ajno niz e u poređenju sa kontrolom, s to ukazuje da iako je 
primarna fotohemija stabilna, prenos elektrona nizvodno ka sekundarnom hinonu je inhibiran 
u galoznom tkivu (tabela 3). Parametri koji mere protok elektrona dalje kroz fotosintetski lanac, 
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sve do krajnjih akceptora PS I (RE1o, RE1o i RE1o) pokazuju znac ajno smanjenje u galama u 
odnosu na kontrolno tkivo (tabela 3). 

 

Tabela 3. JIP parametri OJIP-testa u listovima i stablima kontrolnih Linaria vulgaris biljaka, i listovima i 
stablima biljaka sa 7 dana starim galama (G4). Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥12), *p<0,05, 
**p<0,01,***p<0,001. Rac unanje navedenih parametara dato je u Tabeli 1. 

  CL G4L CS G4S 

Po 0,74 ± 0,02 0,73 ± 0,02 0,77 ± 0,01 0,76 ± 0,04 

ET2o 0,57 ± 0,03 0,56 ± 0,04 0,60 ± 0,01 0,58 ± 0,01* 

RE1o         0,19 ± 0,03 0,18 ± 0,02 0,17 ± 0,01 0,14 ± 0,01*** 

RE1o 0,34 ± 0,05 0,32 ± 0,04 0,28 ± 0,02 0,24 ± 0,02*** 

ET2o 0,42 ± 0,03 0,41 ± 0,04 0,47 ± 0,01 0,44 ± 0,03* 

RE1o 0,14 ± 0,02 0,13 ± 0,01 0,13 ± 0,01 0,10 ± 0,01*** 

 

 
 

4.3. Sadržaj rastvornih i nerastvornih ugljenih hidrata u tkivu L. 
vulgaris pod uticajem galogeneze 

 

4.3.1 Sadržaj skroba i ukupnih nerastvornih ugljenih hidrata (TIC) 

 

Kod kontrolnih stablala (CS) oko 80% TIC sadrz aja potic e od skroba. Ovaj odnos sadrz aja 
skroba u sklopu ukupnih nerastvornih ugljenih hidrata je smanjen na oko 45-50% u stablima 
sa formiranim galama i kod stabala nakon herbivorije (slika 26). Sadrz aj skroba se znac ajno 
smanjio nakon herbivorije (HS) u poređenju sa kontrolom (CS). Međutim, kod gala nije uoc ena 
razlika u sadrz aju skroba u poređenju sa kontrolnim stablima. Sa druge strane, sadrz aj TIC-a se 
postepeno povec avao sa razvojem gale. Povec anje je bilo 1,5 do 1,7 puta u poređenju sa 
kontrolnim stablima (CS), pri c emu je razlika između CS i G4S statistic ki znac ajna (p<0,05) 
(slika 26). 

U listovima biljaka, bilo da su izloz ene ishrani insekata ili su sa stablala gde se razvijaju 
gale, nije bilo znac ajnije promene u sadrz aju skroba ili TIC-a. Skrob je u listovima doprinosio 
oko 45-50% ukupnom sadrz aju TIC-a (slika 26). 
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Slika 26. Sadrz aj skroba (z uti stubic i) i ukupnih nerastvornih ugljenih hidrata (TIC, narandz asti stubic i) 

u listovima (L) i stablima (S) L. vulgaris kontrolnih biljaka (CS, CL), biljaka sa povredama tkiva usled herbivorije 
(HS, HL), biljkama sa galama u ranim fazama razvic a u prvih 24 h (G1S, G1L) i kod biljaka sa formiranim galama 
(sedam dana nakon izvrs enih ovipozicija; G4S, G4L). Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥8). Razlic ita slova 
predstavljaju statistic ki znac ajne razlike između proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p ≤ 0,05). 

 
 

4.3.2. Sadržaj rastvornih ugljenih hidrata  

 

Primenom jonoizmenjivac ke hromatografije sa elektrohemijskom detekcijom određen je 
sadrz aj rastvornih ugljenih hidrata u biljnom tkivu L. vulgaris biljaka, u sluc aju rane faze razvic a 
galoznog tkiva (G1), u galama starim oko sedam dana (G4), kao i kod biljaka nakon herbivorije 
(H) i kontrolnih biljaka (C). 

U listovima kontrolnih biljaka (CL) sadrz aj rastvornih ugljenih hidrata bio je vis i u 
poređenju sa biljkama sa galama. Nakon herbivorije (HL), uoc eno je smanjenje sadrz aja 
rastvornih ugljenih hidrata, dok su u listovima sa galama (GL1 i GL4) vrednosti bile dodatno 
niz e. Slic an obrazac nije zabelez en u stablima: sadrz aj ugljenih hidrata u kontrolnim stablima 
(CS) bio je niz i nego u stablima sa galama (GS1 i GS4), gde je uoc eno postepeno povec anje u 
odnosu na kontrolu (tabela 4). 

 

Tabela 4. Sadržaj rastvornih ugljenih hidrata (mg gFW-1) u listovima (L) i stablima (S) L. vulgaris. Kontrole-C, 
biljke nakon herbivorije-H, rana faza razvića gale-G1, gale stare oko 7 dana-G4. Predstavljene su srednje 
vrednosti ± SE (n≥8). 

CL 6,0 ± 1,1 CS 4,4 ± 0,4 
HL 5,2 ± 0,2 HS 4,5 ± 0,7 

GL1 3,9 ± 0,1 GS1 5,5 ± 0,6 
GL4 4,7 ± 0,1 GS4 7,0 ± 0,8 

 

U listovima biljaka izloz enim herbivoriji (HL) zabelez en je najvis i nivo trehalozo-6-
fosfata (T6P), s to predstavlja trend slic an onom u stablima (p<0,05 u odnosu na kontrolne 
listove, CL) (slika 27 i 28). Metabolic ki odgovor na herbivoriju prate znac ajne promene u profilu 
ugljenih hidrata: dolazi do povec anja nivoa arabinoze, maltoze, manoze, manitola i ramnoze u 
HL, uz blagi porast sadrz aja saharoze, dok se istovremeno smanjuju nivoi fruktoze, galaktitola i 
rafinoze u poređenju sa kontrolom (slika 27). Listovi pokazuju suprotan trend u odnosu na 
stablo kada je u pitanju nivo T6P tokom razvoja gale (slika 27 i 28); dok u stablima T6P raste, u 
listovima sa inicijalnom fazom razvic a gale (G1L) i vec  formiranom galom (G4L) sadrz aj T6P je 
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bio znac ajno niz i nego u kontroli (p<0,05 i p<0,01). U ranoj fazi nastanka gale (G1L) uoc ava se 
prolazni porast maltoze, manitola, ramnoze i ksiloze. Nasuprot tome, u ovoj fazi opada sadrz aj 
fruktoze, galaktoze, galaktitola, rafinoze, sorbitola, trehaloze i turanoze (slika 27). Sadrz aj 
saharoze u G1L ostaje na nivou zabelez enom kod biljaka pod herbivorijom, dok nivo glukoze u 
obe faze razvic a gale (G1L i G4L) pokazuje blagi pad. Dalje razvic e gale do faze potpuno 
razvijene gale (G4L) pokazuje da se nivoi galaktitola, fruktoze i turanoze ponovo povec avaju u 
odnosu na ranu fazu, dok sorbitol i ksiloza zadrz avaju stabilne vrednosti (slika 27).  

 

 
Slika 27. Sadrz aj rastvornih ugljenih hidrata u listovima L. vulgaris biljaka; kontrola (CL), nakon 

herbivorije (HL), rana faza nastanka gale (G1L, oko 24 h od izvrs ene ovipozicije) i kod razvijene gale (G4L, sedam 
dana nakon izvrs ene ovipozicije). Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥8). Razlic ita slova predstavljaju 
statistic ki znac ajne razlike između proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p≤0,05). 

 

U stablu L. vulgaris identifikovan je s irok spektar rastvorljivih ugljenih hidrata, 
ukljuc ujuc i monosaharide (dominantno arabinozu, fruktozu, galaktozu, glukozu, manozu, 
ramnozu i ksilozu), disaharide (maltozu, saharozu, trehalozu, trehalozo-6-fosfat i turanozu), 
trisaharid rafinozu, kao i s ec erne alkohole galaktitol, manitol i sorbitol (slika 28). 

Izlaganje stabla L. vulgaris herbivoriji (HS) dovodi do znac ajnog povec anja sadrz aja T6P, 
maltoze i galaktoze (p<0,01), dok se nivo galaktitola u ovoj fazi smanjuj. Međutim, 
najdramatic nije promene des avaju se u ranoj fazi razvic a gale (G1S), oko 24 sata nakon 
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ovipozicije. U ovom periodu dolazi do ekstremne akumulacije trehaloze, c iji nivo raste c ak 14 
puta u poređenju sa kontrolom (CS), stablima pod herbivorijom (HS) i razvijenim galama (G4S). 
Ovu fazu karakteris e i znac ajna, ali prolazna akumulacija manitola, rafinoze i ramnoze, kao i 
blagi porast saharoze. Iako je nivo T6P u G1S uzorcima bio znac ajno vis i nego u kontroli, on je i 
dalje ostao niz i u poređenju sa HS uzorcima. 

 

 
Slika 28. Sadrz aj solubilnih ugljenih hidrata u stablu L. vulgaris, u sluc aju kontrole (CS), nakon herbivorije 

(HS), rane faze nastanka gale (G1S, oko 24 h od izvrs ene ovipozicije) i kod razvijene gale (G4S, 7 dana nakon 
izvrs ene ovipozicije). Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥8). Razlic ita slova predstavljaju statistic ki 
znac ajne razlike između proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p≤0,05). 

 

Nasuprot ovim trendovima, inicijacija gale dovodi do smanjenja sadrz aja sorbitola i 
arabinoze. Razvic e gale do faze G4S (sedam dana nakon ovipozicije) donosi novu promenu u 
metabolic kom profilu rastvorljivih ugljenih hidrata. Akumulacija glukoze i turanoze direktno 
korelira sa razvic em gale, dostiz uc i svoje najvis e vrednosti upravo u G4S fazi. Pored njih, sadrz aj 
fruktoze je znac ajno povis en u odnosu na CS i G1S, dok ksiloza ostaje na vis em nivou nego u 
kontroli. S druge strane, u razvijenoj gali dolazi do pada koncentracije galaktitola, galaktoze i 
saharoze. Pri prelasku iz G1S u G4S fazu primec ena je prolazna priroda promena, jer se nivoi 
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trehaloze, manitola i ramnoze, koji su bili na vrhuncu u ranoj fazi, u razvijenoj gali znac ajno 
smanjuju. Ovakva dinamic na preraspodela ugljenih hidrata ukazuje na intenzivan i vremenski 
definisan metabolic ki odgovor biljke tokom procesa formiranja gale. 

 
 

4.4. Promena sadržaja slobodnih aminokiselina u stablu  
L. vulgaris pod uticajem galogeneze i herbivorije 

 

 Aminokiseline su analizirane u stablima kontrolnih biljaka (CS), u stablima nakon 
herbivorije (HS), i kod stabla sa formiranim galama starosti 7 dana (G4S) i 10 dana (G5S). 
Rezultati su pokazali da se sadrz aj ukupnih slobodnih aminokiselina, kao i pojedinac nih, 
razlikuje od vrste interakcije insekta sa biljkom domac inom, tj. da li je insekt mehanic ki os tetio 
biljku prilikom ishrane ili je biljno tkivo manipulisano pri ovipoziciji i daljim razvojem galoznog 
tkiva. Akumulacija specific nih aminokiselina bila je najvec a u stablima nakon herbivorije (HS 
uzorci). Sadrz aj je bio deset puta vec i u poređenju sa kontrolnim stablima (CS) i oko dva puta 
vec a u odnosu na stabla sa galom (GS) (slika 29).  

 

 
Slika 29. Sadrz aj ukupnih aminokiselina u stablu i galama L. vulgaris. CS- L. vulgaris kontrolne biljke, HS- 

biljke nakon herbivorije, G4S i G5S biljke sa formiranim galama (7 i 10 dana nakon izvrs enih ovipozicija). 
Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥4). Razlic ita slova predstavljaju statistic ki znac ajne razlike između 
proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p≤0,05). 
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 Aminokiselina koja je bila najzastupljenija u stablu HS i GS je glutamin (Gln), sa oko 40% 
zastupljenosti u sadrz aju ukupnih aminokiselina, dok je kod CS najzastupljenija Gln zajedno sa 
glutaminskom kiselinom (Glu) (slika 30).  

 

 

 

  

Slika 30. Zastupljenost slobodnih aminokiselina u stablu i galama L. vulgaris. CS- kontrolne biljke; HS- 
biljke nakon herbivorije; G4S i G5S- biljke sa formiranim galama (sedam i deset dana nakon izvrs enih ovipozicija). 
Na slici je prikazan % zastupljenosti aminokiselina: Asp, asparaginska kiselina; Glu, glutaminska kiselina; Asn, 
asparagin; Ser, serin; Gln, glutamin; Arg, arginin; Gly, glicin; Thr, treonin; Ala, alanin; Tyr, tirozin; Trp, triptofan; Met, 
metionin; Val, valin; Phe, fenialanin; Ile, izoleucin; Leu, leucin; Lys, lizin; Orn, ornitin. 

 
Takođe, distribucija određenih aminokiselina se promenila nakon stresa ishrane 

insekata (HS), gde je uoc eno povec anje u sadrz aju glicina (Gly) (sa 3% na 17%), arginina (Arg) 
(sa 2% na 8%), glutamina (sa 17% na 40%) i asparagina (Asn) (sa 1% na 13%) u odnosu na 
kontrolne uzorke. U sluc aju nekih aminokiselina dos lo je do smanjenja udela u njihovoj 
zastupljenosti u ukupnim aminokiselinama: serina (Ser), sa 14% na 7%; Glu, sa 22% na 4%; 
asparaginske kiseline (Asp), sa 16% na 2% i leucina (Leu), sa 4% na 1%. Formiranjem gala na 
stablu L. vulgaris uoc eno je znac ajno povec anje u kolic ini Gln u odnosu na kontrolne stablo (sa 
17% na 45%), kao i Gly (sa 3% na 13%); dok su određene aminokiseline smanjile svoj udeo u 
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ukupnom sadrz aju aminokiselina: Ser (sa 14% na 7%), Glu (sa 22% na 14% u G4S, tj 6% u G5S), 
Asp (sa 16% na 5% kod G4S i 8% kod G5S). 

Herbivorija (HS) je indukovala povec anje u akumulaciji Gln za oko 25 puta u odnosu na 
kontrolna stabla (CS); razvoj gale (G4S) povec ao je akumulaciju Gln za oko 11 puta u odnosu na 
kontrolu, a kod starije gale (G5S) povec anje je bilo za oko 9 puta (slika 31). Takođe, herbivorija 
je izazvala znac ajno povec anje sledec ih aminokiselina u poređenju sa ostalim uzorcima: Arg, 
Gln, valina (Val), Gly, tirozina (Tyr), ornitina (Orn), Ser i triptofana (Trp) (slika 31).  

 

 

 
Slika 31. Sadrz aj aminokiselina u stablu i galama L. vulgaris. CS, kontrolne biljke; HS, biljke sa povredama 

tkiva usled herbivorije; G4S i G5S, biljke sa formiranim galama (sedam i deset dana nakon izvrs enih ovipozicija). 
Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥4). Razlic ita slova predstavljaju statistic ki znac ajne razlike između 
proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p≤0,05). Gln, glutamin; Val, valin; Tyr, tirozin; Arg, arginin; Asn, 
asparagin; Gly, glicin; Ser, serin; Trp, triptofan; Orn, ornitin. 

 

Razvoj gale indukovao je akumulaciju alanina (Ala), Gln i treonina (Tre) u odnosu na 
kontrolna stabla i posle 7 i 10 dana (slika 32). Međutim, kod gala starosti sedam dana uoc eno je 
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povec anje Glu, Gly, lizina (Lys) i Ser, dok kod gala starosti desetak dana, G5S), uoc en je znac ajan 
porast Asp, Val, Arg, Leu, fenilalanina (Phe) i Trp (slika 32 i 33). 

 

 
Slika 32. Sadrz aj aminokiselina u stablu i galama L. vulgaris. CS, kontrolne biljke; HS, biljke sa povredama 

tkiva usled herbivorije; G4S i G5S, biljke sa formiranim galama (sedam i deset dana nakon izvrs enih ovipozicija). 
Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥4). Razlic ita slova predstavljaju statistic ki znac ajne razlike između 
proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p≤0,05). Ala, alanin; Thr, treonin; Glu, glutaminska kiselina; Leu, leucin; 
Lys, lizin; Asp, asparaginska kiselina.  

 
Manje zastupljene aminokiseline u stablu L. vulgaris i galama (Met, Ile, Phe) takođe su 

pokazale povec anje akumulacije kod uzoraka os tec enih herbivorijom (H) u sluc aju Met i Ile, dok 
je kod Phe uoc en pad u zastupljenosti kod H uzoraka i porast kod gala, u odnosu na kontrolne 
uzorke (slika 33). 

 

 
Slika 33. Sadrz aj aminokiselina u stablu i galama L. vulgaris. CS, L. vulgaris kontrolne biljke; HS, biljke sa 

povredama tkiva usled herbivorije; G4S i G5S, biljke sa formiranim galama (sedam i deset dana nakon izvrs enih 
ovipozicija). Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥4). Razlic ita slova predstavljaju statistic ki znac ajne razlike 
između proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p≤0,05). Met- metionin, Ile- izoleucin, Phe- fenilalanin.
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4.5. Uloga sekundarnih metabolita fenilpropanoidnog 
biosintetskog puta u interakciji lanilista i R. pilosa 

 
 

4.5.1. Sadržaj solubilnih fenolnih jedinjenja  

 
Uops teno sagledano, ne uoc avaju se znac ajne razlike u prikazanim grupama fenolnih 

jedinjenja između kontrolnih stabala i listova (C) u odnosu na tkiva nakon herbivorije (H) i gale 
u kasnijoj fazi razvic a (G4, gala starosti 7 dana) (slika 34). 
 

 
Slika 34. Sadrz aj fenolnih jedinjenja u listovima i stablu L. vulgaris kontrola (C), uzoraka nakon herbivorije 

(H), i kod gala starosti sedam dana (G4). HBAs- hidroksibenzoeve kiseline, HCAs- hidroksicimetne kiseline, Flav- 
flavonoidi. Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥4). Razlic ita slova predstavljaju statistic ki znac ajne razlike 
između proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p≤0,05). Poređenje (oznake slovima) se vrs i za svaku grupu 
jedinjenja unutar istog tipa tkiva, nezavisno od drugih grupa. 

 

U okviru grupe jedinjenja hidroksibenzoevih kiselina (HBAs), nisu primec ene razlike u 
sadrz aju ovih fenola ni u stablu ni u listovima ispitivanih grupa uzoraka (C, H, G4). Sa druge 
strane, hidroksicimetne kiseline (HCAs) pokazale su razlike u zavisnosti od tipa os tec enja 
biljnog tkiva i vrste tkiva. U uzorcima listova gala starosti sedam dana (G4L), zabelez eno je 2,5 
puta uvec anje kolic ine HCAs u odnosu na kontrolne listove (CL) (slika 34). Poređenjem tkiva 
(stablo - list), uoc ena je znac ajna akumulacija HCAs jedinjenja u listovima svih vrsta uzoraka, sa 
najvec im uvec anjem kod gala (G4L), gde je koncentracija HCAs bila skoro 30 puta vec a u 
poređenju sa tkivom stabla gale (G4S) (slika 34). 

 
 

4.5.2. Sadržaj solubilnih fenolnih jedinjenja L. vulgaris, gala, cecidogena, 
insekta i larve dobijen HPLC-DAD metodom 

 

Reprezentativni tec ni hromatogrami na 320 nm prikazani su na slici 36. Rezultati HPLC-
DAD analize ukazuju na razlike u distribuciji i koncentraciji fenolnih glikozida (F1–F7) između 
stabla kontrolnih biljaka (CS) i tkiva gale (G4S) (slika 35). Sadrz aj fenolnih jedinjenja bio je 
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najvec i u CS (slika 35A), dok je u tkivu gale zabelez en manji sadrz aj svih fenola (slika 35B). 
Fenolna jedinjenja F1, F4 i F7 detektovana su u CS, kao i u larvama i adultima insekta R. pilosa. 
Glikozidi F5 i F6 su detektovani u kontrolnim stablima, dok su u tkivu gale i kod larvi uoc eni u 
malim kolic inama. Za razliku od ostalih, jedinjenje F3 (Rt 30,65 min; Amax 273 i 332 nm) 
detektovano je iskljuc ivo u ekstraktu cecidogena i nije bilo prisutno u ekstraktima stabla 
kontrole niti u samoj gali (slika 35E).  

 

 
Slika 35. Hromatogrami metanolnih ekstrakata, dobijeni HPLC-DAD metodom. Hromatogram stabla 

kontrolne biljke L. vulgaris (CS) (A), gale stare 7 dana (G4S) (B), larve z is ka R. pilosa (C), adulta z is ka R. pilosa (D) 
i cecidogena (E) na 320 nm. Apsorpcioni spektar jedinjenja nađenog samo u uzorku cecidogena (jedinjenje F3) je 
prikazan u sklopu grafika E. Rt (min) i Amax (nm) najznac ajnijih glikozida u cecidogenu su F1 (26,04 min; 278, 330 
nm), F2 (28,08 min; 268, 330 nm), F4 (32,92 min; 274, 332 nm), F5 (33,77 min; 273, 330 nm), F6 (34,25 min; 274, 
332 nm) i F7 (36,14 min; 274, 331 nm). 
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Nakon hidrolize, u metanolnim ekstraktima stabla L. vulgaris izdvojeno je pet glavnih 
pikova aglikona (slika 36A), koji su zatim potvrđeni i u hidrolizovanim ekstraktima galoznog 
tkiva. Identifikovana jedinjenja pokazala su se identic nim onima koja su izdvojena u ekstraktu 
cecidogena (slika 36B). Ovi rezultati, zajedno sa karakteristikama apsorpcije F3 jedinjenja 
(slika 35E), sugeris u da se radi o glikozidu flavonola poreklom iz biljnog tkiva. Pored toga, 
p-kumarinska kiselina, koja nije bila prisutna u uzorku cecidogena, detektovana je u 
ekstraktima stabla (Rt 17,09 min). Hidrolizovani ekstrakti insekata i larvi (36 C,D) pokazali su 
dva glavna pika (Rt 37,44 min, Amax 262 nm; Rt 45,73 min, Amax 274, 332 nm), dok je dodatni pik 
(Rt 40,86 min, Amax 327 nm) bio prisutan samo u ekstraktu larve. 

Analiza aglikona je bila kljuc na jer je omoguc ila razdvajanje jedinjenja koja imaju istu 
masu i slic no retenciono vreme. Hidrolizom glikozida dobijeni su osnovni flavonoidni skeleti 
(aglikoni), c iji su spektri i retenciono vremena jasno pokazali da se radi o razlic itim 
strukturama. Time je identitet glikozida potvrđen na dva nivoa – fragmentacijom u MS analizi i 
nezavisnom verifikacijom putem aglikona – s to je pruz ilo dodatnu sigurnost u razlikovanje 
jedinjenja sa istim masama. 

 

 
Slika 36. Hromatogrami hidrolizovanih metanolnih ekstrakata stabla kontrole L. vulgaris, CS (A) i 

cecidogena (B). Retenciona vremena (min) i Amax najznac ajnijih aglikona u cecidogenu su: C1 (30,49 min; 245, 310 
nm), C2 (32,02 min; 245, 323 nm), C3 (33,82 min; 273, 331 nm), C4 (44,08 min; 271, 330 nm) i C5 (45,81 min; 
274, 333 nm). 

 
 

4.5.2.1. Sadržaj fenolnih jedinjenja u stablu L. vulgaris i cecidogenu identifikovan 
UHPLC–MS/MS Orbitrap analizom 

 

UHPLC–MS/MS Orbitrap analiza metanolnih ekstrakata cecidogena i stabla L. vulgaris 
otkrila je ukupno 49 jedinjenja (videti tabelu u dodatku rezultata). Identifikovano je ukupno 22 
jedinjenja na osnovu standarda, a 27 jedinjenja je identifikovano na osnovu poređenja [M–H]- 
molekula i njegove fragmentacije. U metanolnim ekstraktima stabla L. vulgaris identifikovano 
je pet fenolnih kiselina (galna, protokatehuinska, p-hidroksibenzoeva, p-hidroksifenilsirc etna i 
siringinska kiselina), c etiri hidroksicimetne kiseline (kafeinska, vanilnska, p-kumarinska i 
ferulinska kiselina), i glikozidi trianest flavonoida iz potklasa flavona, flavonola, flavanola i 
flavanona (apigenin, hispidulin, luteolin, krizin, pektolaringenin i o-metilovani flavoni-acacetin 
i diosmetin; kvercetin, kampferol i o-metilovani flavonol-izoramnetin; hesperetin; naringenin). 
Dvadeset s est glikozida je bilo u vidu monoglikozida flavonoida i disaharida rutinoze (α-L-
ramnopiranozil-(1→6))-β-D-glukopiranoze) ili monosaharida heksoze. Skoro svi identifikovani 
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glikozidi su povezani O-glikozidnom vezom, a samo dva su bila povezana C-glikozidnom vezom, 
naringenin-6,8-di-C-heksozid i apigenin-6,8-di-C-heksozid. Vec ina identifikovanih glikozida 
bila je u vidu derivata hispidulina i diosmetina. Ova dva flavonoida imaju istu masu i retenciono 
vreme, ali koris c enjem tandemne masene spektrometrije (UHPLC–MS/MS Orbitrap) i 
prouc avanjem literature (Sun i sar., 2012), MS4 spektri glikozida hispidulina i diosmetina su 
jasno razdvojeni i pokazali su razlike. Identitet ovih glikozida dodatno je potvrđen analizom 
njihovih aglikona u hidrolizovanim uzorcima, c ime je jasno pokazano da se radi o razlic itim 
izomerima. 

U metanolnom ekstraktu cecidogena izdvojeno je 43 jedinjenja. Tri fenolna jedinjenja 
bila su prisutna iskljuc ivo u cecidogenu. Jedan je identifikovan kao diosmetin-O-acetilrutinozid 
na osnovu podataka MS2 (tabela P1). Diosmetin-O-acetilrutinozid je imao MS2osnovni jon na 
299 m/z (deprotonovani diosmetin) i sekundarne MS2 jone na 607 m/z ([M−acetil]−) i 284 m/z, 
koji je nastao gubitkom acetila, rutinoze i metil grupe [M-acetil-rutinoza-CH3]-. Drugo jedinjenje 
je na osnovu standarda identifikovano kao protokatehuinska kiselina. Trec e jedinjenje sa 
retencionim vremenom 9,23 min i formulom deprotonovanog molekula C32H31O18– nije 
identifikovano (tabela P2). Fragmentacijom nepoznatog jedinjenja dobijen je MS2 osnovni jon 
na 387 m/z, i MS3 i MS4 osnovni joni na 327 i 267 m/z, respektivno (tabela P2). 

Na osnovu prethodne analize rezultata dobijenih UHPLC–MS/MS Orbitrap metodom 
moz e se zakljuc iti o sastavu jedinjenja u stablu i cecidogenu. U metanolnim ekstraktima L. 
vulgaris glavni glikozidi su bili glikozidi kumarinske, ferulic ne, hispidulin-, acacetin-, diosmetin- 
i pektolinaringenin- glikozidi. Tragovi lutolina, kvercetina, apigenina i kempferola kao i metil 
estra p-kumarinske kiseline otkriveni su u cecidogenu, ali ne i u metanolnom ekstraktu L. 
vulgaris. Međutim, ovi aglikoni i metil estar p-kumarinske kiseline bili su prisutni u ekstraktima 
stabla nakon hidrolize. 

Glavne komponente identifikovane u cecidogenu bile su diosmetin-7-O-rutinozid, 
naringenin-6,8-di-C-heksozid, luteolin-O-rutinozid i pektolinaringenin-7-O-rutinozid (tabela 
5). Procenjeni sadrz aj nepoznatog jedinjenja je 14,04 ± 1,84 mg ml-1. 

 

Tabela 5. Sadrz aj fenolnih jedinjenja nađenih u cecidogenu (μg μl-1) i stablu Linaria vulgaris (μg gFW-1), n.d. 
(eng. not detected)- nije detektovano u uzorku. 

 

Jedinjenje Cecidogen 
glikozidi 

stablo L. vulgaris  
 

Galna kiselina 0,14 ± 0,01 1,01 ± 0,03  

Protokatehuinska kiselina-O-heksozid 0,86 ± 0,12 41,3 ± 8,34  

Hidroksibenzoeva kiselina-O-heksozid izomer 1 0,25 ± 0,04 30,45 ± 6,15  

Protokatehuinska kiselina 0,01 ± 0,00 n.d.  

Hidroksibenzoeva kiselina-O-heksozid izomer 2 0,26 ± 0,02 30,45 ± 6,15  

p-Hidroksibenzoeva kiselina 0,08 ± 0,02 0,5 ± 0,1  

Kumarinska kiselina-O-heksozid 0,88 ± 0,18 451,94 ± 91,00  

Naringenin-6,8-di-C-heksozid 68,79 ± 16,76 148,7 ± 35,22  

p-Hidroksifenil-sirc etna kiselina 0,02 ± 0,01 0,24 ± 0,05  

Apigenin-6,8-di-C-heksozid 1,92 ± 1,41 116,72 ± 18,01  

Kafeinska kiselina 0,05 ± 0,01 0,1 ± 0,01  

Vanilinska kiselina 0,04 ± 0,01 0,15 ± 0,05  
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Ferulinska kiselina-O-heksozid 0,32 ± 0,07 252,21 ± 47,75  

Siringinska kiselina 0,01 ± 0,00 0,15 ± 0,02  

Kvercetin-3-O-rutinozid (Rutin) 0,01 ± 0,00 0,36 ± 0,05  

Luteolin-O-rutinozid 15,79 ± 3,95 191,02 ± 45,78  

Apigenin-8-C-glukozid (Viteksin) n.d. 0,35 ± 0,09  

Kvercetin-3-O-galaktozid (Hiperozid) 0,07 ± 0,02 0,09 ± 0,02  

Izoramnetin-O-rutinozid 5,43 ± 1,04 15,92 ± 3,22  

p-Kumarinska kiselina  0,55 ± 0,10 1,32 ± 0,33  

Luteolin-7-O-glukozid (Cinarozid) 0,12 ± 0,03 2,23 ± 0,53  

Vanillin 0,02 ± 0,00 0,1 ± 0,02  

Kampferol-O-rutinozid 1,6 ± 0,21 60,91 ± 3,94  

Ferulinska kiselina 0,07 ± 0,02 0,15 ± 0,03  

Naringenin-7-O-neohesperidozid (Naringin) 0,01 ± 0,00 1,29 ± 0,26  

Kampferol-3-O-glukozid (Astragalin) 0,08 ± 0,01 0,97 ± 0,27  

Diosmetin-7-O-rutinozid (Diosmin) 86,36 ± 18,88 816,2 ± 149,21  

Apigenin-7-O-glukozid (Apigetrin) n.d. 30,18 ± 3,99  

Hispidulin-O-heksozid 0,53 ± 0,08 20,49 ± 3,18  

Diosmetin-O-acetilrutinozid 4,03 ± 0,89 n.d.  

Hispidulin-O-rutinozid 5,44 ± 0,14 109,92 ± 29,02  

Apigenin-O-glukuronid n.d. 125,72 ± 21,50  

Hispidulin-O-acetilrutinozid 0,91 ± 0,21 217,07 ± 33,48  

Diosmetin-O-glukuronid n.d. 191,06 ± 32,87  

Acacetin-7-O-rutinozid (Linarin) 1,3 ± 0,07 23,9 ± 3,06  

Pektolinaringenin-7-O-rutinozid (Pektolinarin) 10,71 ± 0,36 67,92 ± 16,48  

Hispidulin-O-acetilrutinozid izomer n.d. 267,26 ± 42,91  

Luteolin 0,02 ± 0,00 n.d.  

Pektolinarigenin 7-O-(4'''-acetilrutinozid) (Linariin) 0,42 ± 0,04 9,48 ± 1,61  

Kvercetin 0,56 ± 0,08 n.d.  

Linariin izomer 0,58 ± 0,09 42,47 ± 8,28  

p-Kumarinska kiselina metil estar 5,2 ± 1,22 n.d.  

Naringenin n.d. 0,67 ± 0,13  

Apigenin 0,08 ± 0,00 n.d.  

Kampferol 1,04 ± 0,16 n.d.  

Hispidulin 0,2 ± 0,03 1,21 ± 0,24  

Diosmetin 0,2 ± 0,03 1,21 ± 0,24  

Pektolinaringenin 0,09 ± 0,02 136,72 ± 27,62  
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4.5.3. Sadržaj fenolnih jedinjenja vezanih za ćelijski zid dobijen UPLC 
metodom 

 

Na slici 37 prikazane su vrednosti sadrz aja fenolnih jedinjenja izmerenih u stablu i 
listovima L. vulgaris kontrolnih biljaka (CL i CS), kao i onih os tec enih herbivorijom (HL i HS), i 
biljkama sa galama starosti 48 h (G2L i G2S) i 7 dana (G4L i G4S). U okviru grupe jedinjenja 
hidroksibenzoevih kiselina (HBAs) ne uoc avaju se razlike među analiziranim uzorcima, ni u 
stablu ni u listu. U listu je izmerena vec a koncentracija HBAs u svim uzorcima u odnosu na stablo 
(2,4 puta vec a kolic ina HBAs u listu kontrola, do 3,6 puta vec a u listu G4). Sa druge strane, 
uoc ene su razlike u kolic ini hidroksicimetnih kiselina (HCAs) zavisno od vrste biljnog tkiva, gde 
u stablu G2 gala ima najvis e HCAs, skoro 2 puta vis e nego u G4S, oko 1,5 vis e nego u kontrolnom 
stablu (CS), i c ak 3 puta vis e nego u stablu os tec enim herbivorijom (HS). Za list, između merenih 
vrsta uzoraka (C, H, G2 i G4) nisu uoc ene statistic ki znac ajne razlike. Vrednosti HCAs za list u 
odnosu na tkivo stabla su za oko 1,7 puta vis e u izmerenim uzorcima. Najzastupljenije HCAs u 
svim uzorcima su p-kumarna kiselina i ferulinska kiselina. 

 

 

Slika 37. Sadrz aj fenolnih jedinjenja vezanih za c elijski zid, u listovima i stablu L. vulgaris kontrola (C), 
uzoraka izlaganih herbivoriji (H), i gala starosti 48 h (G2) i sedam dana (G4). HBAs, hidroksibenzoeve kiseline; 
HCAs, hidroksicimetne kiseline. Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥4). Razlic ita slova predstavljaju 
statistic ki znac ajne razlike između proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p≤0,05). 
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4.6. Koncentracija lignina  
 

Sadrz aj lignina u biljnom tkivu L. vulgaris kvantifikovan je nakon izolovanja c elijskog 
zida, pri c emu je kolic ina lignina izraz ena u odnosu na ekvivalent kolic inu koniferil alkohola 
(slika 38). 

 

 
Slika 38. Kolic ina lignina u c elijskom zidu izolovanom iz stabla kontrolnih biljaka L. vulgaris (CS), stablo 

nakon herbivorije (HS) i stablo sa galama starim 7 dana (G4S) i mesec dana (G6S). Predstavljene su srednje 
vrednosti ± SE (n≥4). Razlic ita slova predstavljaju statistic ki znac ajne razlike između proseka prema Tukey HSD 
post hoc testu (p≤0,05). 

 
Koncentracija lignina izraz ena na suvu masu (DW) c elijskog zida znac ajno je vec a u 

uzorcima stabla L. vulgaris na kojem su se hranili z is ci (HS) (slika 38). Najmanja koncentracija 
lignina je uoc ena kod kontrolnih uzoraka (C) i stabla sa galom starosti sedam dana (G4S). 

 
 

4.7. Efekat herbivorije i razvića gala na antioksidativni 
metabolizam L. vulgaris 

 

4.7.1. Uticaj herbivorije i razvića gala na sadržaj ukupnog askorbata i 
njegovo redoks stanje kod L. vulgaris 

 

U stablu L. vulgaris bio je uoc ljiv trend povec anja ukupnog sadrz aja askorbata i 
dehidroaskorbata (DHA) u sluc aju gala (slika 39). Ukupni sadrz aj askorbata (Asc + DHA) u 
stablu razvijenih gala (G3 i G4) bio je oko dva puta vec i u poređenju sa kontrolnim stablom i 
galama u ranoj fazi razvoja (G2-48 sati). Ovo je dovelo do smanjenog redoks stanja askorbata (u 
proseku niz i % RsA nego u kontrolnom stablu). U listovima je primec eno povec anje ukupnog 
askorbata kod G3 uzoraka, ali je smanjeno kod G4 uzoraka. Metabolizam askorbata u stablu i 
listovima nije bio pod uticajem herbivorije. 
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Slika 39. Redukovani askorbat (Asc) i ukupni askorbat (µmol gFW-1), i redoks stanje (RsA) Linaria vulgaris 

kontrolnih biljki (C), biljaka os tec enih herbivorijom (H), i gala razlic ite starosti (G2-48 h stare gale, G3- 4 dana i 
G4- 7 dana stare gale), mereni odvojeno u listovima (L) i stabu (S). Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥4). 
Razlic ita slova predstavljaju statistic ki znac ajne razlike između proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p≤0,05). 
Mala slova odnose se na razlike za redukovani Asc, dok se velika slova odnose na razlike u ukupnom Asc. 

 
 

4.7.2. Uticaj herbivorije i razvića gala na sadržaj ukupnog glutationa i 
njegovo redoks stanje kod L. vulgaris 

 

Herbivorsko os tec enje tkiva stabla L. vulgaris podstic e akumulaciju GSH i time povec ava 
redoks stanje glutationa. Dok nivo GSH linearno opada od faze gala G2S do faze G4S, sadrz aj 
GSSG raste, s to je naroc ito izraz eno u G4S galama gde zalihe glutationa premas uje vrednosti 
izmerenih kod kontrola (CS) (slika 40). Herbivorija, s druge strane, direktno indukuje 
nakupljanje GSH u stablu i poboljs ava redoks stanje glutationa. 

U listovima se redoks stanje glutationa smanjilo sa delovanjem herbivora, i smanjivalo 
se jos  vis e nakon inicijacije i razvic a gala (G2-G4). Nivo ukupnog glutationa je bio vec i nego u 
kontrolnim listovima u svim tretmanima, mada je GSH je bio istros en u galama, i ostao je na 
slic nom nivou kao u listovima biljaka izloz enih herbivoriji. 
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Slika 40. Ukupni i redukovani glutation (GSH), oksidovani glutation (GSSG) (nmol gFW-1) i redoks stanje 

(RsG,%) L. vulgaris kontrolnih biljki (C), biljaka os tec enih herbivorijom (H), i gala razlic ite starosti (G2, gala stara 
48 h; G3, gala stara 4 dana; G4, gala stara 7 dana), mereni odvojeno u stablu i listu. Predstavljene su srednje 
vrednosti ± SE (n≥4). Razlic ita slova predstavljaju statistic ki znac ajne razlike između proseka prema Tukey HSD 
post hoc testu (p≤0,05). Mala slova odnose se na razlike za redukovani glutation, dok se velika slova odnose na 
razlike u ukupnom sadrz aju glutationa. 
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4.7.3. Aktivnost peroksidaza III klase (solPOD) 

 
Aktivnost solubilnih peroksidaza III klase (solPOD) određivana je spektrofotometrijski, 

sa gvajakolom kao donorom elektrona. Specific na aktivnost solPOD je vec a u stablu u odnosu 
na list (slika 41), sa najvec im vrednostima izmerenim kod HS uzoraka za stablo. U listu, najvec a 
aktivnost solPOD detektovana je u kontrolnim listovima (CL). 

 

  

                 
Slika 41. Aktivnost solubilnih peroksidaza (solPOD) u listu i stablu L. vulgaris kontrola (C), biljaka 

izloz enih herbivoriji (H) i gala razlic itih starosti (G2, gala stara 48 h; G3, gala stara 4 dana; G4, gala stara 7 dana). 
Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥4). Razlic ita slova predstavljaju statistic ki znac ajne razlike između 
proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p≤0,05). 

 

Metodom izoelektrofokusiranja razdvojene su razlic ite izoforme solPOD u stablu (slika 
42). U pH gradijentu 3-10 detektovane su dve izoforme prisutne u svim vrstama uzoraka (trake 
1 i 3), dok se jos  dve izoforme izdvajaju samo kod uzoraka gala (G2, G3) (trake 2 i 4) (slika 42).  
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Slika 42. Detekcija razlic itih izoformi POD u solubilnim ekstraktima stablu L. vulgaris kontrola (C), biljaka 

izloz enih herbivoriji (H) i gala razlic itih starosti (G2, gala stara 48 h; G3, gala stara 4 dana; G4, gala stara 7 dana), 
razdvojenih izoelektrofokusiranjem (pH gradijent 3-10). Strelice upuc uju na razdvojene izoforme. 

 

Aktivnost peroksidaza merena je i u jonski vezanoj frakciji (ionPOD) stabla i listova 
pomenutih vrsta uzoraka (slika 43). I u stablu i listu najvec a aktivnost ionPOD uoc ena je u 
uzorcima biljaka izlaganih herbivoriji (H), sa oko 3 puta vec im vrednostim u stablu u poređenju 
sa listom. 

 

          
Slika 43. Aktivnost jonski vezanih za c elijski zid peroksidaza (ionPOD) u stablu i listu L. vulgaris kontrola 

(C), biljaka izloz enih herbivoriji (H) i gala razlic itih starosti (G2, gala stara 48 h; G3, gala stara 4 dana; G4, gala stara 
7 dana). Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥4). Razlic ita slova predstavljaju statistic ki znac ajne razlike 
između proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p≤0,05). 
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4.7.4. Aktivnost enzima askorbat-glutation ciklusa (APX, DHAR, MDAR, GR) 
 
Promene aktivnosti enzima askorbat-glutation ciklusa u listovima i stablu L. vulgaris 

biljaka i gala predstavljene su na slikama 44 i 45.  

 

 

 

 
Slika 44. Aktivnost APX, DHAR, GR i MDAR enzima kao U mgprotein-1 u listovima L. vulgaris kontrola (CL), 

biljaka izloz enih herbivoriji (HL) i gala razlic itih starosti (G2L, gala stara 48 h; G3L, gala stara 4 dana; G4L, gala 
stara 7 dana). Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥4). Razlic ita slova predstavljaju statistic ki znac ajne 
razlike između proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p≤0,05). 

 
 

Spektrofotometrijskim merenjima pokazano je da su specific ne aktivnosti DHAR, GR i 
APX enzima bile slic nog reda velic ine i u listu i u stablu, dok je MDAR u stablu pokazivao duplo 
vec e vrednosti aktivnosti u odnosu na list istih grupa uzoraka. Aktivnost APX i u stablu i u listu 
pokazuje isti trend, tj. pad aktivnosti u tkivu gala za oko 40% u listu i oko 46% u stablu. 

Aktivnost GR u stablu, kao ni aktivnost DHAR i MDAR u listu nije pokazivala razlike među 
ispitivanim grupama uzoraka (slika 45). U stablu biljaka os tec enih herbivorijom (HS), uoc en je 
skok u aktivnosti DHAR enzima u odnosu na kontrolu, kao i blagi porast u aktivnostima istog 
enzima kod starijih gala (G3S i G4S) (slika 45). U sluc aju MDAR enzima, najvec u aktivnost 
pokazuje kontrola (CS), dok je kod HS uzoraka izmerena 3,4 puta niz a aktivnost u odnosu na CS 
(slika 45). 
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Slika 45. Aktivnost APX, DHAR, GR i MDAR enzima kao U mgprotein-1 u stablu L. vulgaris kontrola (CS), 
biljaka izloz enih herbivoriji (HS) i gala razlic itih starosti (G2S, gala stara 48 h; G3S, gala stara 4 dana; G4S, gala 
stara 7 dana). Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥4). Razlic ita slova predstavljaju statistic ki znac ajne 
razlike između proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p≤0,05). 

 

 

4.7.5. Detekcija SOD izoformi (Cu/ZnSOD i MnSOD) Western blot metodom 

 

Nakon elektroforetskog razdvajanja solubilnih frakcija proteina, jasno su detektovane 
izoforme superoksid dismutaze (SOD) koje pripadaju grupama Cu/ZnSOD i MnSOD. Na slici 46A 
i B prikazane su Cu/ZnSOD izoforme u uzorcima stabla L. vulgaris kontrola (CS), stablo nakon 
herbivorije (HS) i kod gala starosti 48 h (G2S), 4 dana (G3S) i 7 dana (G4S), gde se vide dve 
izoforme za Cu/ZnSOD u svim uzorcima. MnSOD izoforme u uzorcima stabla L. vulgaris kontrola 
(CS), gala starosti 48 h (G2S), 4 dana (G3S) i 7 dana (G4S) prikazane su na slici 46C. Detektovano 
je nekoliko traka MnSOD izoformi, to je u skladu sa velic inom subjedinica enzima (~22-25 kDa- 
monomerna podjedinica, ~50 kDa-stabilni dimerni oblik, ~64 kDa- nespecific ni kompleks ili 
intermedijarni oligomerni kompleks, ~88-98 kDa-nativni tetramerni kompleks). 
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Slika 46. Western blot, A: Cu/ZnSOD (15% PAG)- stablo kontrole, CS i biljaka izloz enih herbivoriji, HS; B: 

Cu/ZnSOD (15% PAG)- stablo kontrole, CS, i gale starosti 48 h (G2S), 4 dana (G3S) i 7 dana (G4S); C: MnSOD (10% 
PAG). Na gel je naneta ista kolic ina proteina u svaki bunaric  za sve uzorke, u iznosu od 8 µg. Strelice pokazuju na 
molekulsku masu (MW, kDa) razlic itih subjedinica enzima. 
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5. Diskusija 
 
 
Specific na interakcija između biljke-domac ina L. vulgaris i z is ka R. pilosa u ovoj 

disertaciji posluz ila je kao jedinstven model sistem koji je omoguc io da se po prvi put istraz e 
mehanizmi indukcije galoznog tkiva i identifikuju kljuc na jedinjenja odgovorna za ovaj proces 
u kontrolisanim uslovima. Rezultati ovog istraz ivanja ukazuju na to da ova interakcija 
prevazilazi klasic an model biotic kog stresa i predstavlja primer visokospecijalizovane 
fiziolos ke manipulacije biljnog sistema u korist insekta. 

 
 

5.1. Odgovor Linaria vulgaris na herbivoriju  
 

5.1.1. Promene u primarnom i sekundarnom metabolizmu L. vulgaris 
 
Ovo istraz ivanje otkriva kljuc ne sistemske odgovore L. vulgaris na herbivoriju, preko 

akumulacije trehalozo-6-fosfata (T6P), razgradnje skroba i akumulacije maltoze, povec anja 
aminokiselina (naroc ito asparagina) i sinteze fenola i lignina za jac anje odbrane biljke. 

Rezultati ukazuju da je skrob glavni konzumirajuc i ugljeni hidrat u odgovoru biljke na 
herbivoriju, jer se njegova razgradnja direktno odrazila na promenu odnosa skroba prema 
ukupnim nerastvornim ugljenim hidratima (TIC) i na akumulaciju maltoze. Skrob je osnovna 
rezerva ugljenika u hloroplastima (Zeeman i sar., 2010). Kada je biljci potrebna energija, on se 
razgrađuje u maltozu (disaharid od dve glukoze), koja se potom transportuje u citosol gde se 
pretvara u glukozu i koristi za disanje, sintezu saharoze ili druge procese, tj. maltoza je 
neposredna veza između skladis tene energije (skroba) i mobilne energije rastvorljivih s ec era 
(Weise i sar., 2004; Grennan, 2006). T6P deluje kao signalni molekul koji, kao direktan senzor 
nivoa saharoze, regulis e metabolizam ugljenih hidrata, fotosintezu i c elijski ciklus inhibicijom 
SnRK1 kinaze, c ime usklađuje rastenje i razvic e biljke sa njenim trenutnim energetskim 
statusom (Smeeken i sar., 2010; Fichtner i Lunn, 2021; Van Leene i sar., 2022; Kerbler i sar., 
2023). Ovi nalazi potvrđuju da herbivorija pokrec e signalne puteve povezane sa metabolizmom 
ugljenih hidrata, s to je u skladu sa ranijim zapaz anjima o promeni u ekspresiji određenih gena 
koja regulis e metabolizam ugljenih hidrata i signalne puteve povezane sa odbranom od 
biljojeda (Singh i sar., 2011; Zhu i sar., 2023). Kod Arabidopsisa, hranjenje lisnih vas i biljnim 
tkivom izazvalo je promene u ekspresiji gena povezane sa metabolizmom ugljenih hidrata i 
metabolic kim aktivnostima u hloroplastima, kao i modifikacijama c elijskog zida (Singh i sar., 
2011; Appel i sar., 2014). Nalazi u ovoj disertaciji ukazuju na signalnu funkciju T6P izazvanu R. 
pilosa herbivorijom, s to podrz avaju raniji rezultati o ulozi TPS11 gena (eng. TREHALOSE 
PHOSPHATE SYNTHASE11) koji kodiraju trehalozo-sintetis uc e enzime pri odbrani Arabidopsisa 
od insekata koji se hrane floemskim sokom (Singh i sar., 2011). Zapaz en rezultat u ovom 
istraz ivanju je i povec anje galaktoze u stablu L. vulgaris nakon herbivorije. Prema literaturnim 
podacima, galaktoza ukazuje na otpornost biljke ka herbivoriji u sluc aju c etinarske vrste 
Pseudotsuga menziesii i herbivora smrekinog moljca (Zou i Cates, 1994), i negativno je uticala 
na stopu rasta himenoptera Dineura pullior (Riipi i sar., 2005) i moljca Epirrita autumnata 
(Henriksson i sar., 2003).  

Rezultati ove disertacije su takođe pokazali da os tec enje tkiva ishranom insekta dovodi 
do 10-strukog uvec anja sadrz aja ukupnih aminokiselina u stablu L. vulgaris (slika 29). Promene 
u metabolizmu aminokiselina izazvane biljojedima mogu biti povezane sa realokacijom 
aminokiselina između napadnutih i udaljenih (sistemskih, nenapadnutih) tkiva. Pri floemskom 
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transportu azota u mnogim biljnim vrstama dominiraju glutamin, glutamat, asparagina i 
asparaginske kiseline - c etiri aminokiseline koje su ukljuc ene u asimilaciju neorganskog azota 
(Coruzzi, 2003). U sluc aju herbivorije moljca Manduca sexta u interakciji sa Solanum 
lycopersicum dos lo do znac ajno vec e koncentracije glutamina u stablu, kao i povec anja nivoa 
asparaginske kiseline (Steinbrenner i sar., 2011). Transkriptomikom je potvrđeno da 
herbivorija izaziva promene u ekspresiji gena povezanih sa proizvodnjom ovih aminokiselina, 
kao u primeru herbivorije zelene biljne vas i Schizaphis graminum na Sorghum bicolor gde je 
povec ana ekspresija nitrit-reduktaza potrebnih za asimilaciju azota u glutamin (Gln) i 
glutaminsku kiselinu (Glu) (Zhu-Salzman i sar., 2004), zatim ekspresija Glu-sintaze indukovana 
ishranom lisnih vas i Myzus nicotianae na Nicotiana attenuata (Voelckel i sar., 2004), kao i Gln-
sintetaze kod Apium graveolens (Divol i sar., 2005). Međutim, istraz ivanja pokazuju da od 
specific ne interakcije biljka-herbivor, kao i vrste tkiva koje se posmatra (lokalno ili sistemsko), 
zavisi da li c e doc i do pojac ane proizvodnje ili degradacije aminokiselina (Appel i sar., 2014).  

Najistaknutije promene u profilu aminokiselina u nas em sistemu L. vulgaris - R. pilosa u 
odgovoru na herbivoriju ukljuc uju veliki skok nivoa asparagina (128 puta), glicina, arginina i 
glutamina (25 puta) (slika 31). Prema literaturi, odnos glicina i serina je direktan pokazatelj 
intenziteta fotorespiracije jer se glicin oksiduje u mitohondrijama, oslobađa amonijak i CO₂, a 
zatim se pretvara u serin (Novitskaya i sar., 2002). Upravo zato se njihov balans koristi kao 
metabolic ki marker fotorespiratornog fluksa. S druge strane, koncentracije alanina i 
asparaginske kiseline pokazuju negativnu korelaciju sa fotorespiratornim fluksom, s to znac i da 
se njihovi nivoi smanjuju kada je intenzitet fotorespiracije visok. Ove aminokiseline doniraju 
amino grupe kako bi se amonijak koji se oslobađa iz glicina u mitohondrijama uspes no vratio u 
metabolizam. One deluju kao metabolic ki regulator, tros ec i se kako bi se podrz ala ubrzana 
proizvodnja glicina i obezbedilo stabilno kruz enje azota, c ime se sprec ava njegova potencijalna 
toksic nost i gubitak iz sistema (Novitskaya i sar., 2002). Takođe, zabelez eno je povec anje 
akumulacije tirozina, asparagina, ornitina, metionina i izoleucina kod R. pilosa herbivorije u 
nas em istraz ivanju (slike 31-33), za razliku od procesa razvic a gale. Asparagin je vaz na 
aminokiselina u biljkama jer ima visok odnos N/C u poređenju sa drugim aminokiselinama, s to 
ga c ini idealnim jedinjenjem za skladis tenje i transport azota (Lea i sar., 2007). Ekstremni skok 
u akumulaciji asparagina u L. vulgaris biljkama tokom os tec enja uzrokovanih herbivorijom 
(slika 31) moz e se objasniti tako s to herbivorno ranjavanje biljnog tkiva pokrec e ops ti sistemski 
stresni odgovor, koji podstic e brzu remobilizaciju azota i sintezu aminokiselina radi odbrane 
(Qiao i sar., 2026). Asparagin i glutamat, sintetisani delovanjem asparagin-sintetaze, deluju kao 
kljuc ni metabolic ki posrednici koji integris u status azota sa odgovorom na biotic ki stres, pri 
c emu glutamat oslobođen herbivorijom aktivira odbrambenu signalizaciju i hormonske puteve, 
ukljuc ujuc i jasmonsku kiselinu, radi preraspodele resursa sa rastenja na odbranu i 
prez ivljavanje (Qiao i sar., 2026). Enzim asparagin-sintetaza je centralni objedinitelj koji 
katalizuje sintezu asparagina iz aspartata, koristec i glutamin kao donor amino grupe, pri c emu 
se glutamin pretvara u glutamat (Lomelino i sar., 2017). Proizvod delovanja asparagin-sintetaze 
(glutamat) povezan je direktno sa biosintezom salicilne kiseline u hloroplastima, c ime se 
integris e metabolizam azota sa sistemskom otpornos c u na patogene (Torrens-Spence i sar., 
2019). Asparagin sluz i kao stabilan molekul za transport i skladis tenje azota, dok glutamat sluz i 
kao kljuc ni prenosilac signala i prekursor za druge odbrambene molekule kao s to su salicilna 
kiselina, glutation, i prolin (Qiao i sar., 2026).  

Aminokiseline predstavljaju kljuc nu tac ku preseka između primarnog metabolizma, 
odbrambenih mehanizama i nutritivne uloge biljke za potrebe herbivora, tj. da li c e azot biti 
uloz en u rast, odbranu ili nutritivnu vrednost za druge organizme. Njihova akumulacija tokom 
stresa obezbeđuje ne samo skladis tenje azota i energiju za oporavak, vec  i prekursore za sintezu 
sekundarnih metabolita i signalnih molekula koji jac aju odbranu biljke (Heinemann i 
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Hildebrandt, 2021). Herbivorna os tec enja indukuju sistemski odgovor posredovan 
jasmonatima i dovode do velike remobilizacije azota (posebno kroz asparagin i glutamin) 
(Steinbrenner i sar., 2011; Heinemann i Hildebrandt, 2021; Qiao i sar., 2026). Time se pokazuje 
da aminokiseline nisu samo gradivni blokovi proteina, vec  dinamic ni regulatori interakcija 
biljka–herbivor, pri c emu njihov balans određuje adaptivni potencijal biljke i ishod biotic kog 
stresa. 

U domenu sekundarnog metabolizma, rezultati ovog istraz ivanja su pokazali da 
herbivorija stimulis e sintezu fenola i povec anje koncentracije lignina u stablu (slika 38), c ime 
se ojac ava c elijski zid kao fizic ka barijera daljem delovanju insekta. Povec ana aktivnost 
peroksidaza (POD) u stablu L. vulgaris nakon herbivorije (slika 43) korelira sa znac ajnim 
povec anjem koncentracije lignina u tim uzorcima. Ovi rezultati potvrđuju i ulogu POD u katalizi 
oksidativne polimerizacije monolignola, c ime se ojac ava c elijski zid i stvara fizic ka barijera 
daljem prodoru ili ishrani insekta, s to je pretpostavka i za druge sisteme biljka-herbivor 
(Passardi i sar., 2005; Almagro i sar., 2009; Gill i sar., 2010). Pokazano je da povec ana ekspresija 
peroksidaza kod transgenih biljaka roda Solanum povec ava nivo lignina za 30%, znac ajno 
podiz uc i otpornost na herbivore (Tsuduki i sar., 2006). Prema rezultatima u ovom istraz ivanju, 
herbivorija takođe izaziva najvec i porast aktivnosti i jonski vezanih peroksidaza u stablu 
 L. vulgaris, s to direktno korelira sa povec anom lignifikacijom tkiva. 

Analize promena u sadrz aju fenolnih kiselina (hidroksibenzoeve kiseline, HBAs i 
hidroksicimetne kiseline, HCAs) i flavonoida (Flav) kod biljke L. vulgaris u ovom istraz ivanju 
ukazuju na specific no reprogramiranje metabolizma u zavisnosti od tipa os tec enja (slika 34). 
Herbivorija deluje kao stresor koji podstic e biljku na pojac anu sintezu fenola putem s ikimatnog 
i fenilpropanoidnog puta radi odbrane (Tooker i De Moraes, 2008; Singh i sar., 2021; Desnitskiy 
i sar., 2023; Yang i sar., 2023). Kljuc ni enzim u ovom procesu, fenilalanin amonijak-lijaza (PAL), 
c esto pokazuje povec anu aktivnost u tkivima pogođenim herbivorima, preusmeravajuc i resurse 
sa primarnog rasta na sekundarni metabolizam (Mishra, i sar., 2020; Singh i sar., 2021; Yang i 
sar., 2023). HCAs (jedinjenja poput kafeinske, ferulinske i p-kumarne kiseline) igraju vaz nu 
ulogu u strukturnoj odbrani biljke; one su prekursori za lignin, c ija se akumulacija povec ava pod 
ovom vrstom biotic kog stresa kako bi se fizic ki ojac alo tkivo procesom lignifikacije. Pored toga, 
HCAs takođe deluju kao pro-oksidansi ili toksini koji direktno smanjuju fitnes herbivora (Singh 
i sar., 2021). HBAs, kao galna kiselina i njeni derivati, su c esto povis eni u tkivu gale, gde sluz e 
kao antiherbivorni agensi (Mishra i sar., 2020; Zhang i sar., 2022b). Biljka takođe koristi fenole 
za neutralizaciju ROS-a nastalih usled inicijalnog kontakta sa herbivorima (Koyama i sar., 2018; 
Mishra i sar., 2020). 

U ops tem kontekstu interakcija biljka-insekt, peroksidaze su deo grupe proteina 
povezanih sa patogenezom (PR-9) (eng. Pathogenesis-Related proteins) koji se indukuju 
napadom patogena (Almagro i sar., 2009; Dos Santos i Franco, 2023). Peroksidaze iz porodice 
PR-9 posreduju u zarastanju os tec enja usled toga s to njihova katalitic ka aktivnost dovodi do 
polimerizacije makromolekula koji se ugrađuju u c elijski zid, c ime se on uc vrs c uje, os tec enja se 
saniraju i smanjuje moguc nost daljeg napada herbivora. Dodatno, porodica PR-6 proteina 
deluje kao inhibitori proteaza i poseduju sposobnost da razgrađuju egzopeptidaze koje 
proizvode insekti, bakterije i gljive, c ime direktno uc estvuju u odbrani biljke od napada 
herbivora (Dos Santos i Franco, 2023). 

Predstavljeni su metabolic ki odgovori na herbivoriju (slika 47), koji ukljuc uju aktiviranje 
signalnih puteva povezanih sa T6P i maltozom, remobilizaciju azota kroz asparagin i glutamin, 
i fotorespiraciju vidljivu u odnosu glicin–serin. Povec ana sinteza fenolnih kiselina i aktivnost 
peroksidaza podstic u lignifikaciju stabla, stvarajuc i mehanic ku barijeru. Uloga aminokiselina je 
u skladis tenju azota i kao prekursora odbrambenih jedinjenja, usklađenih sa jasmonatskim 
signalima, dok fenoli ublaz avaju oksidativni stres i direktno utic u na prez ivljavanje herbivora. 
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Na ovaj nac in L. vulgaris uspes no preusmerava resurse sa rasta ka odbrani, kombinujuc i 
primarni i sekundarni metabolizam u adaptaciji na herbivoriju. 

 

5.1.2. Antioksidativni odgovor L. vulgaris na herbivoriju 

 
Iako je uloga enzima askorbat-glutation ciklusa u ublažavanju oksidativnog stresa 

izazvanog abiotic kim faktorima dobro dokumentovana u literaturi, njihova specifična uloga u 
složenim biotic kim interakcijama ostaje nedovoljno razjašnjena (Pandey i sar., 2017b; Noctor i 
sar., 2024).  

Antioksidativni odgovor L. vulgaris na herbivoriju znac ajno se razlikuje od onog tokom 
formiranja gala. Kod stabla L. vulgaris izloz enih herbivoriji, zabelez en je porast redukovanog 
glutationa (GSH) od c ak 5,5 puta. S druge strane porast oksidovanog oblika zabelez en je i kod 
stabla i listova, s to vodi smanjenju redoks stanja glutationa kod oba tkiva (slika 40). Rezultati 
ukazuju na postojanje oksidativnog stresa u toku herbivorije u nas em sistemu lanilist–R. pilosa. 

Rezultati ovog istraz ivanja u vezi sadrz aja glutationa ukazuju na specific ne promene u 
zavisnosti od tipa biotic kog stresa (herbivorija naspram formiranja gala) i biljnih organa. 
Redoks stanje glutationa u stablu je bilo nisko, dok je herbivorija indukovala njegov znac ajan 
porast na oko 50%, s to ukazuje na aktivnu mobilizaciju antioksidativnih resursa u ovom tkivu 
(slika 40). Nasuprot tome, u listovima je uoc en suprotan trend: visoko poc etno redoks stanje 
glutationa (RkG) od oko 80% kod kontrola drastic no je opalo na pribliz no 40% usled ishrane 
insekata (slika 40). Ovakav pad u listovima reflektuje intenzivnu potros nju redukovanog 
glutationa i pomeranje ravnotez e ka oksidovanom obliku, s to sluz i kao snaz an sistemski signal 
za pokretanje odbrambenih kaskada biljke (Zechmann, 2020). 

Superoksid-dismutaza (SOD) predstavlja prvu liniju odbrane od reaktivnih vrsta 
kiseonika u biljnim c elijama, a njena aktivnost i ekspresija se znac ajno povec avaju kao odgovor 
na biotic ki stres. Ovaj enzim katalizuje dismutaciju superoksidnog anjon-radikala u kiseonik i 
vodonik-peroksid, c ime sprec ava njegovo nakupljanje i formiranje znatno toksic nijeg 
hidroksilnog radikala (Asada, 1987; Mittler, 2002). Napad herbivora izaziva brzu i intenzivnu 
produkciju ROS-a, i tada SOD deluje trenutno kako bi sprečila nakupljanje radikala (Torres i 
sar., 2006). SOD proizvodi i H2O2, koji je stabilnija vrsta ROS-a, i može delovati kao sekundarni 
glasnik u signalnim mrežama biljke, omogućavajući koordinisan odbrambeni odgovor na nivou 
čitavog organizma (Foyer i Noctor, 2005b; Mittler i sar., 2011). Herbivorija kao biotic ki stres 
preoblikuje metabolizam biljke-domaćina i dovodi do intenzivnog oksidativnog odgovora; kada 
insekt ošteti biljno tkivo, dolazi do nagle produkcije ROS-a, što se manifestuje kao oksidativni 
stres. Kod herbivorije, povećana količina SOD-a ukazuje na to da biljka prepoznaje napad i 
pokreće signalne kaskade odbrane (Torres i sar., 2006). U ovim strukturama, aktivnost SOD-a 
se značajno povećava kako bi se održala redoks homeostaza tokom intenzivne proliferacije i 
hipertrofije tkiva, gde ovaj enzim balansira između zaštite od oksidativnog oštećenja i stvaranja 
signalnih molekula potrebnih za aktivaciju odbrambenih gena. Različite izoforme SOD-a se 
mogu specifično aktivirati u zavisnosti od tipa biotic kog stresa. Kod HS uzoraka uočljivo je 
umereno povećanje ovog enzima (slika 46), što sugeriše da je ekspresija Cu/ZnSOD inducibilna 
i da se povećava pod stresnim uslovima, tj. u uslovima herbivorije (Almagro i sar., 2009; Sharma 
i sar., 2012). 

Askorbat-glutation ciklus predstavlja ključnu metaboličku mrežu enzima koji 
koordinisano deluju na detoksikaciji H2O2 koristeći Asc i GSH kao redukciona jedinjenja i 
održavanju ćelijske redoks homeostaze (Foyer i Noctor, 2011; Foyer i Kunert, 2024). Ovaj ciklus 
obuhvata nekoliko koraka: enzim APX redukuje H2O2 u H2O koristeći askorbat kao donor 
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elektrona, dok enzimi MDAR, DHAR i GR služe za regeneraciju askorbata i glutationa u njihovim 
redukovanim oblicima. U našem sistemu nisu dobijene značajne promene aktivnosti ovih 
enzima u listovima L. vulgaris (slika 44), što odgovara nepromenjenom sadržaju i redoks stanja 
askorbata (slika 39). Međutim, povećanje GSSG i u listovima i stablu L. vulgaris pri herbivoriji 
(slika 40) ukazuje na odgovor glutation-zavisnih antioksidativnih procesa na oksidativni stres 
izazvan oštećenjem ishranom insekta R. pilosa. Aktivnost enzima DHAR u stablu L. vulgaris pri 
herbivoriji se povec ava (slika 45), s to ukazuje na intenzivnu direktnu regeneraciju askorbata uz 
tros enje glutationa, bez uc es c a MDAR, koji se znatno smanjuje (slika 45); dok aktivnost GR i 
APX enzima pri herbivoriji ostaje stabilna i u stablu i u listovima L. vulgaris (slike 44 i 45). S 
obzirom na znatno povec anu aktivnost POD u stablu pri herbivoriji (slika 41) moz e se 
pretpostaviti da one uc estvuju u regulaciji redoks stanja preko POD/fenoli/Asc ciklusa 
(Takahama, 2004). 

Kod osetljivih sorti ps enice napadnutih larvama mus ice Mayetiola destructor nivoi 
transkripata za enzime koji uklanjaju ROS, ukljuc ujuc i DHAR, pokazuju trend povec anja u 
kasnijim fazama infekcije (od 72 h do 8. dana infestacije), s to predstavlja pokus aj biljke da se 
izbori sa prolongiranim stresom (Liu i sar., 2010). Kod pirinc a izloz enog M. destructor, za razliku 
od ps enice, nivoi DHAR transkripata ostaju nepromenjeni, s to sugeris e da razlic iti domac ini 
koriste razlic ite strategije redoks regulacije protiv istog herbivora (Liu i sar., 2010). Zanimljivo 
je da u istom periodu delovanja stresa herbivorijom, aktivnost ovog enzima moz e opasti u 
mitohondrijama i peroksizomima, s to ukazuje na to da biljka prioritetno usmerava redoks 
resurse ka fotosintetskom aparatu tokom napada insekta (Singh i sar., 2024). Primer iz 
literature povezan sa DHAR enzimom pri herbivoriji dolazi iz studija na Arabidopsisu, gde je 
pokazano da napad larvi Spodoptera littoralis indukuje antioksidativni odgovor ukljuc ujuc i 
povec anu aktivnost dehidroaskorbat reduktaze usled ekspresije DHAR1, s to doprinosi 
odrz avanju redoks ravnotez e tokom oksidativnog stresa izazvanog herbivorijom (Schweizer i 
sar., 2013). Tokom napada pepeljaste vas i kupusa (Brevicoryne brassicae), Arabidopsis aktivira 
brzi odbrambeni mehanizam u kojem geni za MDAR (MDAR1 i MDAR4) bivaju indukovani vec  u 
ranoj fazi infestacije, dostiz uc i svoj maksimum ekspresije nakon 24 sata (Kus nierczyk i sar., 
2008). S druge strane, geni za DHAR pokazuju znatno varijabilniju ekspresiju u zavisnosti od 
vrste i otpornosti domac ina; kod ps enice napadnute mus icom Mayetiola destructor, nivoi 
transkripata DHAR mogu biti i povec ani i smanjeni, zavisno od toga da li se radi o otpornoj ili 
osetljivoj sorti (Liu i sar., 2010). Nasuprot tome, kod pirinc a izloz enog istom insektu, ekspresija 
DHAR gena uglavnom ostaje nepromenjena, s to ukazuje na visoku specific nost redoks odgovora 
unutar porodice Poaceae (Liu i sar., 2010). 

Herbivorna aktivnost u sistemu L. vulgaris – R. pilosa izaziva snaz an oksidativni stres, 
koji se manifestuje kroz narus avanje redoks ravnotez e glutationa i indukciju Cu/ZnSOD 
izoformi (slika 46). Istovremeno aktivacija enzima DHAR (slika 45) i pojac ana aktivnost 
peroksidaza u stablu (slika 41 i 43) ukazuju na specific no preusmeravanje metabolizma biljke, 
sa ciljem odrz avanja redoks homeostaze i zas tite tkiva od oksidativnih os tec enja. Ovakav 
odgovor biljke se jasno razlikuje od reakcija koje prate formiranje gala, ukazujuc i da L. vulgaris 
primenjuje razlic ite strategije antioksidativne regulacije u zavisnosti od tipa biotic kog stresa i 
organa koji je zahvac en. 

 
 

5.2. Metaboličke promene L. vulgaris tokom galogeneze 
  
Intrigantna dinamika odnosa između galikolnih insekata, biljke-domac ina i gala vec  

decenijama privlac i paz nju istraz ivac a, jer se radi o specific nom odnosu u kojem biljka i insekt 
koevoluiraju milionima godina. Sa stanovis ta biljke-domac ina, formiranje gale moz e se 
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posmatrati kao oblik tolerancije- parazitski insekti se lokalizuju na ogranic enom prostoru, c ime 
se sprec ava s irenje s tete na ostatak biljke (Aldon i sar., 2018). Istovremeno, gale su metabolic ka 
c voris ta i mesta intenzivne razmene hranljivih materija (Wingler i Roitsch, 2008; Castro i sar., 
2012; Chen i sar., 2020). Mehanizmi indukcije i razvic a gala, naroc ito metabolic ki putevi i izvor-
uvir interakcije, jos  uvek su nedovoljno razjas njeni (Harris i Pitzschke, 2020). Upravo ta 
dvostruka priroda (zas tita biljke kroz lokalizaciju s tete, i istovremeno stvaranje povoljnog 
mikrookruz enja za insekte) c ini gale fenomenom u istraz ivanjima biljnih odnosa sa okolinom. 

U ovom istraz ivanju sproveden je niz metodolos kih postupaka koji su po prvi put 
omoguc ili detaljan uvid u mehanizme interakcije između biljke Linaria vulgaris i insekta 
Rhinusa pilosa. Biljke su gajene u strogo kontrolisanim uslovima, pri c emu su birane mlade i 
zdrave biljke, s to je obezbedilo optimalno razvic e gala u apikalnom meristemu stabla L. vulgaris. 
Proces ovipozicije je paz ljivo prac en, z enke su svakodnevno premes tane na nove biljke, a 
belez eno je vreme izvrs enih ovipozicija kako bi uzorkovanje bilo po preciznoj vremenskoj skali 
(od trenutka polaganja jaja, u intervalima od 24 sata do 10. dana), s to je omoguc ilo otkrivanje 
prolaznih signala presudnih za inicijalno reprogramiranje biljnog tkiva. Dodatno, odvojeno su 
analizirani stablo i list kao dva biljna organa, c ime je postignuto preciznije razumevanje organ-
specific nih odgovora na herbivoriju, ovipozicije i formiranje gala. Prvi put u okviru ovog sistema 
izvrs eno je sakupljanje i analiza ostataka cecidogene tec nosti, s to je dovelo do identifikacije 
specific nih fenolnih jedinjenja koja nisu prisutna u intaktnom biljnom tkivu, i potencijalno 
predstavljaju primarni stimulus za formiranje gale. Istovrmeno, istraz ivanje je jasno 
razgranic ilo metabolic ki odgovor biljke na herbivoriju od odgovora na galogenezu. 

 

5.2.1. Biohemijski profil cecidogena u galoznoj morfogenezi 
 

Formiranje biljnih gala predstavlja sloz enu interakciju insekt–biljka, u kojoj insekti 
putem cecidogene tec nosti, efektorskih proteina i fitohormona reprogramiraju fiziologiju 
biljke-domac ina. Analize fenolnih jedinjenja u cecidogenima kod L. vulgaris otkrile su specific ne 
metabolite za koje se smatra da sluz e kao stimulusi za inicijaciju gale, dok se njihovo poreklo 
povezuje sa metabolic kom transformacijom biljnih alelohemikalija u insektima. Izloz eni podaci 
pruz aju prvi opis sastava cecidogene tec nosti u ovom sistemu i ukazuju na kompleksnu mrez u 
biohemijskih i molekularnih mehanizama kojima insekti manipulis u hormonalnom 
ravnotez om i odbrambenim odgovorima biljke, c ime se omoguc ava razvoj galoznih struktura. 

Inicijacija i razvic e biljnih gala predstavljaju jedan od najsofisticiranijih oblika biotic ke 
interakcije, gde insekti deluju kao induktori koji specific nim hemijskim i mehanic kim signalima 
reprogramiraju fiziologiju i morfogenezu domac ina (Espí rito-Santo i Fernandes, 2007; Raman, 
2011; Mani, 2013). Ovaj proces prevazilazi mehanic ko os tec enje i zasniva se na kompleksnom 
„biohemijskom dijalogu“, u kojem kljuc nu ulogu igraju cecidogen (ovipozicioni sekreti) i 
efektorski molekuli koji preuzimaju kontrolu nad c elijskom mas inerijom biljke (Chen i sar., 
2008; Zhao i sar., 2015b; Giron i sar., 2016; Qi i sar., 2016; Jones i sar., 2022; Wang i sar., 2023; 
Desnitskiy i sar., 2023; Prajapati i sar., 2024). Induktori gala manipulis u hormonalnom 
ravnotez om, prvenstveno putem auksina i citokinina, koji podstic u abnormalnu hipertrofiju i 
hiperplaziju tkiva, vrac ajuc i diferencirane c elije u meristematsko stanje, potrebno za formiranje 
galoznih struktura (Zhu i sar., 2011; Giron i sar., 2013). Pored fitohormona, identifikovani su 
brojni proteinski efektori (poput SSGP-71 ili glukoza-oksidaze) koji potiskuju odbrambene 
odgovore biljke (Zhao i sar., 2015). Takođe, signalni s ec eri poput T6P i trehaloze indukuju 
anabolic ke puteve uprkos prisutnom stresu (Foster i sar., 2003; Iturriaga i sar., 2009; Han i sar., 
2024). 
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Proces ovipozicije prac en je luc enjem ovipozicione tec nosti (cecidogena), direktno 
povezane sa indukcijom galoznog tkiva (Barnewall i sar., 2012). Sa povrs ine mesta ovipozicije 
na stablu L. vulgaris sakupljeni su ostaci cecidogena, i urađena je uporedna analiza fenola 
ekstrahovanih iz cecidogena, stabla i gale L. vulgaris, kao i iz adulta i larve R. pilosa pomoc u 
HPLC-DAD. Detektovano je jedno jedinjenje sa Amax na 273, 332 nm (Rt 30,65 min), prisutno 
iskljuc ivo u metanolnom ekstraktu cecidogena (slika 35). Dalja analiza metanolnih ekstrakata 
UHPLC-MS/MS Orbitrap-om pokazala je da su tri fenolna jedinjenja specific na za cecidogen: 
protokatehuinska kiselina, diosmetin-O-acetilrutinozid i nepoznati glikozid (C32H31O18) (tabela 
P1). Diosmetin i glikozidi protokatehuinske kiseline identifikovani su i u biljnim uzorcima, s to 
sugeris e da insekt metabolis e ova jedinjenja tokom ishrane i akumulirati ih u svojim z lezdama 
pre vrs enja ovipozicije. Pretpostavlja se da su upravo ovi modifikovani metaboliti odluc ujuc i 
stimulus za inicijaciju razvic a gale. Ovi nalazi se uklapaju u poznate mehanizme metabolizma 
biljnih alelohemikalija kod insekata, u koje spadaju enzimi kao s to su glutation transferaza, P-
450 zavisne monooksigenaze i karboksilesteraze (Gullner i sar., 2018; Pandian i sar., 2020; Dar 
i sar., 2024). Određena jedinjenja mogu direktno da formiraju konjugate sa glutationom ili 
aminokiselinama (npr. glicinom), dok je glikozilacija najc es c i mehanizam metabolizma biljnih 
alelohemikalija, koris c en i za skladis tenje i za detoksikaciju (Zhang i sar., 2022c). Acetilacija, 
posredovana acetil-koenzimom A, predstavlja jos  jedan oblik konjugacije stranih jedinjenja kod 
insekata (Wang i sar., 2024), s to moz e objasniti poreklo diosmetin-O-acetilrutinozida u 
cecidogenu.  

Kandidati za efektorne molekule potencijalno ukljuc ene u indukciju gala identifikovani 
su analizom transkriptoma jajnika i z lezda sa otrovom kod dve vrste cinipidnih osa (Biorhiza 
pallida i Diplolepis rosae), koje formiraju gale na hrastu, odnosno ruz i (Cambier i sar., 2019), kao 
i analizom proteoma pljuvac nih z lezda filoksere Daktulosphaira vitifoliae koje indukuju gale na 
korenu vinove loze (Eitle i sar., 2019). Ipak, do sada ne postoje neposredni dokazi da ovi 
kandidati za efektore poseduju aktivnost indukcije gala u biljkama-domac inima (Takeda i sar., 
2021). Prouc avanjem hesenske mus ice (Mayetiola destructor) kao model organizma, 
identifikovano je nekoliko kandidata za efektorne molekule (Giron i sar., 2016). Sekvenciranjem 
genoma otkriveno je stotine transkripata koji kodiraju potencijalne efektore, kao i c etiri 
kandidata za avirulentne (Avr) efektorske gene (Aggarwal i sar., 2014; Zhao i sar., 2015b, 2016). 
Za svaki od ovih gena, mutacije koje dovode do gubitka funkcije omoguc avaju insektu da 
izbegne odbranu biljke pokrenutu efektorima (ETI, eng. effector-triggered immunity), koja se 
aktivira odgovarajuc im, Avr-specific nim, genima otpornosti (R-genima) biljke (Giron i sar., 
2016). Takođe, genom ove mus ice sadrz i na stotine gena koji kodiraju SSGP proteine (eng. 
secreted salivary gland proteins), među kojima se izdvaja porodica SSGP-71 c iji c lanovi 
oponas aju biljne F-box-LRR proteine i time preusmeravaju proteozome biljke, s to dovodi do 
promene njene fiziologije i pogoduje razvoju insekta (Chen i sar., 2004; Giron i sar., 2016). 
Insekti c esto luc e ili stimulis u biljku da proizvodi povis ene nivoe auksina, citokinina i giberelina, 
koji podstic u abnormalno uvec anje c elija (hipertrofiju) i rastenje biljnog tkiva (Tooker i De 
Moraes, 2011; Zhang i sar., 2016). Ovi hormoni su c esto prisutni u samim insektima (njihovoj 
pljuvac ki ili digestivnom traktu) u koncentracijama koje su dva do tri puta vec e nego u 
normalnom biljnom tkivu (Ponce i sar., 2021; Tokuda i sar., 2022). Identifikovane su i nove 
porodice sekretovanih proteina insekata, poput BICYCLE proteina kod afida, za koje se veruje 
da direktno regulis u razvic e gale (Korgaonkar i sar., 2021). Takođe, jedinjenja kao s to su bruhini 
(dugolanc ani dioli esterifikovani na jednom ili na oba atoma kiseonika sa 3-
hidroksipropanskom kiselinom) mogu stimulisati formiranje neoplazmi c ak i u veoma malim 
koncentracijama (Doss i sar., 2000).  

Dobijeni rezultati ukazuju da insekti putem cecidogene tec nosti i efektorskih molekula 
aktivno preoblikuju biljne metabolite i hormonalnu ravnotez u, c ime pokrec u inicijaciju i razvic e 
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galoznih struktura. Prikazani podaci predstavljaju prvi opis sastava cecidogene tec nosti u 
sistemu L. vulgaris – R. pilosa i doprinose boljem tumac enju sloz enog biohemijskog dijaloga 
insekt–biljka. 

 

5.2.2. Promene u primarnom metabolizmu (fotosinteza, ugljeni hidrati i 
aminokiseline) 

 
Nalazi istraz ivanja u sistemu L. vulgaris – R. pilosa potvrđuju adaptivni znac aj nutritivne 

hipoteze za razvic e larve koja, putem biohemijske manipulacije, pretvara biljno tkivo u 
metabolic ko c voris te (potrošač tkivo) koje povlac i s ec ere i azot iz okolnih tkiva. Prac enjem 
razvic a gale uoc ene su jasno razgranic ene faze: G1 (24 h)- inicijacija, sa naglim porastom 
trehaloze; G2 (48 h)- prve morfolos ke promene, bubrenje stabla; G3 (4 dana)- aktivan rast i 
diferencijacija tkiva; G4 (7 dana)- formirana gala i porast mase; G5 (10 dana)- „drugi talas“ 
akumulacije aminokiselina (fenilalanin, triptofan, valin) za zavrs no razvic e larve. Metodolos ki 
pristup omoguc io je razlikovanje prolaznih signalnih molekula, poput rane trehaloze, od trajnih 
metabolic kih promena koje prate potpuno razvic e galoznog tkiva. Rezultati istraz ivanja ukazuju 
da nutritivna hipoteza predstavlja znac ajan okvir za razumevanje adaptivnih procesa u 
interakciji biljke-domac ina i galikolnog insekta, pri c emu se nutritivne transformacije galoznog 
tkiva mogu tumac iti kao mehanizmi koji obezbeđuju stabilan izvor resursa za razvoj larve 
(Diamond i sar., 2008; Oates i sar., 2021; Takeda i sar., 2021). 

Inicijacija formiranja gala izaziva prolaznu akumulaciju trehaloze i znac ajan porast T6P, 
koji sluz e kao signali za reprogramiranje razvoja tkiva (slika 28) (Foster i sar., 2003; Iturriaga i 
sar., 2009). Analiza cecidogena z is ka pokazala je da je trehaloza glavna komponenta ugljenih 
hidrata ali je njeno prisustvo u cecidogenu veoma nisko (podaci nisu prikazani). Treba ukazati 
i na to da trehaloza kod insekata sluz i kao primarni disaharid u hemolimfi i tkivima (Tang i sar., 
2018). Prema nas im saznanjima, nema izves taja o sadrz aju trehaloze u ovipozicionoj tec nosti 
insekata; stoga, imajuc i u vidu 14-struko povec anje sadrz aja trehaloze u stablu u ranim fazama 
galogeneze (oko 24 h nakon izvrs enih ovipozicija) (slika 28), njeno nakupljanje je 
najverovatnije izazvano efektorima koji pokrec u inicijaciju gale. Takvo povec anje sadrz aja 
trehaloze tokom inicijacije gale moz e delovati kao poc etni signal za diferencijaciju c elija i 
preraspodelu ugljenih hidrata (Foster i sar., 2003; Iturriaga i sar., 2009). Poznato je da je 
trehaloza među najvaz nijim faktorima virulencije kod biljaka pri bakterijskoj 
infestaciji Pseudomonas aeruginosa (Djonovic  i sar., 2013), dok je takođe ukljuc ena u ranu 
regulaciju metabolic kih procesa u sinergistic kim interakcijama između biljaka i 
mikroorganizama (Figueroa i Lunn, 2016). Pored toga, trehaloza je vaz na za poc etnu infekciju 
pirinc a sa Magnaporthe grisea, dok je njena kasnija degradacija omoguc ila dalje razvic e ovog 
patogena (Foster i sar., 2003). U istraz ivanju ove disertacije, posle inicijalnog skoka, sadrz aj 
trehaloze se smanjio u gali nakon sedam dana (slika 28). S druge strane, trehaloza moz e 
indukovati odbrambene odgovore biljaka (Morkunas i Ratajczak, 2014), s to bi moglo objasniti 
prolazno povec anje kod gale u poc etnim fazama rastenja, pre oc ekivanog reprogramiranja 
transkripcije od strane jos  nepoznatih efektora iz R. pilosa. Objavljeno je da patogene 
bakterije Xanthomonas citri, koje izazivaju tumorske promene tkiva kod citrusa, sintetis u 
trehalozu kako bi modifikovali metabolizam biljke domac ina u svoju korist, dok u isto vreme 
biljke prepoznaju trehalozu kao znak napada patogena (Piazza i sar., 2015). 

Pri inicijaciji galoznog tkiva u stablu L. vulgaris (G1S), pored trehaloze i T6P akumulacije, 
uoc eno je i nakupljanje heksoza (glukoze, ksiloze, ramnoze, rafinoze i turanoze) (slika 28), bez 
znac ajnih promena u sadrz aju skroba (slika 26) i sa blagom akumulacijom saharoze (slika 28). 
Nivo T6P je povezan sa koncentracijom saharoze u biljkama (Lunn i sar., 2006). T6P igra vaz nu 
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ulogu u regulisanju metabolizma ugljenih hidrata, a takođe se u istraz ivanjima ukazuje i na 
njegovu ulogu u organizovanju c elijskog ciklusa i biosinteze c elijskog zida (Ponnu i sar., 2011). 
Pokazano je da T6P inhibira kompleks SnRK1 kinaze (eng. SNF1-related Kinase 1) (Zhang i sar., 
2009). SnRK1 funkcionis e kao metabolic ki senzor koji stalno usklađuje puteve metabolizma sa 
raspoloz ivos c u i potrebama energije (Wurzinger i sar., 2018; Peixoto i Baena-Gonza lez, 2022; 
Han i sar., 2024). Promene nivoa heksoza ili odnosa saharoza/heksoza mogu aktivirati signalne 
puteve posredovane heksokinazama, među kojima vaz nu ulogu ima Ser/Thr protein kinaza 
meta rapamicina (TOR, eng. TARGET Of RAPAMYCIN)- centralni regulator rastenja i 
metabolizma koji integris e nutritivne i hormonske signale zajedno sa drugim transkripcionim 
faktorima (Xiong i sar., 2013; Yadav i sar., 2014; Figueroa i Lunn, 2016; Li i sar., 2021). S to se 
tic e ovih hipoteza, u model-sistemu nas eg istraz ivanja, odnos saharoza/heksoze smanjen je sa 
0,21 u kontrolnim stablima na 0,13 u inicijalnoj fazi gale (GS1) i 0,04 gali u razvic u (GS2). 
Akumulacija glukoze u GS1 i GS2 moz e biti povezana sa ranim razvic em organa i povec anom 
mitotic kom aktivnos c u kao s to je primec eno kod kotiledona u razvoju (Rolland i sar., 2006; 
Horacio i Martinez-Noel, 2013; Wingler i Henriques, 2022). Takođe, istraz ivanjima je potvrđena 
interakcija između glukoze i fitohormona (auksini, citokinini, apscisinska kiselina) tokom 
razvic a biljaka (Sairanen i sar., 2012; Kushwah i Laxmi, 2017). Dodatno, akumulacija turanoze 
u stablu L. vulgaris bila je u korelaciji sa fazom razvic a gale (G1S, G3S) (slika 28). Postoje 
istraz ivanja o stimulativnom efektu turanoze na akumulaciju auksina (Gonzali i sar., 2005), s to 
moz e biti od znac aja s obzirom na uc es c e auksina i citokinina u rastenju i deobi c elija u galama 
(Oliveira i sar., 2016). Smanjenje sadrz aja trehaloze i saharoze je u korelaciji sa povec anjem 
metabolita (saharoze, glukoze, fruktoze) kod gala u razvoju (GS2) (slika 28). U nutritivnom 
tkivu mladih i formiranih gala otkrivena je aktivnost enzima invertaze, koja katalizuje 
razgradnju saharoze na glukozu i fruktozu (Rehill i Schultz, 2003; Oliveira i sar., 2010). Povec ana 
akumulacija rastvorljivih ugljenih hidrata u listovima gala u poređenju sa neinfestiranim 
listovima zabelez ena je kod nekoliko biljaka (Hartley, 1998; Castro i sar., 2012; Huang i sar., 
2015). Pored toga, skrob kao rezerva ugljenika akumulirao se u galama formiranim na korenu 
(Griesser i sar., 2015) i galama na listovima (Oliveira i sar., 2010), s to nije primec eno u galama 
na stablu u istraz ivanju ove disertacije (slika 26). Slic no kao u nas oj studiji, nije primec eno 
povec anje sadrz aja skroba u lisnim galama Copaifera langsdorffii i Litsea acuminata (Castro i 
sar., 2012; Huang i sar., 2015). Izostanak akumulacije skroba u galama L. vulgaris ukazuje na 
intenzivnu metabolic ku aktivnost stabla, pri c emu se pristiz uc i ugljeni hidrati neposredno tros e 
na procese rastenja i respiracije, umesto da budu deponovani kao rezerve. Takva dinamika 
odraz ava princip prema kojem se ugljeni hidrati usmeravaju ka neposrednoj potros nji radi 
podrs ke uvec anju galoznog tkiva i razvoju larve unutar gale (Carneiro i Isaias, 2015; Ferreira i 
sar., 2019). 

U galama dolazi do akumulacije heksoza (glukoze i fruktoze) usled povec ane aktivnosti 
invertaza, dok skrob izostaje jer se ugljeni hidrati ubrzano tros e na rastenje. Istovremeno, u 
galama se smanjuje sadrz aj hlorofila, s to vodi ka inhibiciji fotosinteze, pa razvoj gala u 
potpunosti zavisi od asimilata iz listova. Gale ne zavise od sopstvene fotosinteze jer se ponas aju 
kao metabolic ki uviri- povlac e fotoasimilate iz lista (Castro i sar., 2012; Carneiro i sar., 2014; 
Huang i sar., 2014). Njihova fotosintetska aktivnost jeste smanjena, ali nije potpuno ugas ena 
(Isaias i sar., 2015). Tkivo se preusmerava ka zas titi i skladis tenju, uz smanjenje kolic ine 
pigmenata; pigmenti se zadrz avaju u spoljnim slojevima tkiva gale (ispod epiderma), dok 
unutras nja tkiva ostaju heterotrofna i imaju minimalan fotosintetski kapacitet (Moreira i sar., 
2025). 

Analiza kinetic kih tranzijenta fluorescencije hlorofila je pokazala znac ajne promene u 
fotohemiji fotosistema II (PS II) i efikasnosti transporta elektrona u galama u poređenju sa 
kontrolnim biljkama (slika 25, tabela 3). Ovo je bilo u korelaciji sa smanjenjem kolic ine Chl a i 
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Chl b u galama (tabela 2). Slic no ovome, Aldea i sar. (2006) su pokazali smanjenu efikasnost PS 
II u lisnim galama nekoliko vrsta drvec a u poređenju sa neinfestiranim listovima. Osim toga, 
niz a maksimalna kvantna efikasnost za PS II i niz i sadrz aj pigmentno-proteinskih kompleksa 
primec eni su u delovima lista gde je gala u odnosu na delove lista gde ih nema (Yang i sar., 2007; 
Huang i sar., 2011; Morina i sar., 2025). Smanjen sadrz aj hlorofila i karotenoida primec en je u 
galama Psidium mirtoides (Carneiro i sar., 2014), lisnim galama Machilus thunbergii (Huang i 
sar., 2011) i Copaifera langsdorffii (Castro i sar., 2012), dok je neto stopa fotosinteze smanjena 
u galama na hrastu (Jiang i sar., 2018). S druge strane, kod Aspidosperma australe nakon 
formiranja gale nije primec en nikakav uticaj na brzinu fotosinteze (Oliveira i sar., 2011), dok su 
c ak i povec ane stope fotosinteze primec ene kod filoda sa klasterizovanim galama izazvanim 
osama nego kod kontrolnih uzoraka Acacia picnantha (Dorchin i sar., 2006). 

Inhibicija fotosintetske aktivnosti u galama L. vulgaris moz e biti regulisana 
akumuliranim heksozama u istom tkivu. Smatra se da enzimi Kalvinovog ciklusa, heksokinaze i 
fruktokinaze mogu detektovati nagomilane ugljene hidrate i potisnuti ekspresiju fotosintetskih 
gena kao s to su Rubisco i Chl a/b vezujuc i proteini (Granot i sar., 2013; Granot i sar., 2014), s to 
moz e biti povezano sa uoc enim promenama u galama ovog istraz ivanja. Takođe, u nutritivnom 
tkivu formiranih gala (npr. kod lipe Tilia cordata) uoc eni su dezorganizovani (deformisani) 
hloroplasti koji gube svoju tipic nu unutras nju strukturu (Morina i sar., 2025), c esto sadrz e 
brojna skrobna zrna, a pigment-proteinski kompleksi kljuc ni za proces fotosinteze se 
razgrađuju (Huang i sar., 2015). Posledic no, fotosintetska aktivnost je snaz no inhibirana, 
smanjuje se kvantni prinos PS II, onemoguc ena je gasna razmena, a gale prestaju da budu 
autotrofni izvori i postaju energetski zavisna uvir tkiva koja aktivno uvoze fotoasilimate (Huang 
i sar., 2014). 

Dobijeni rezultati o smanjenom kvantnom prinosu fluksa elektrona od QA do QB i dalje 
do PS I akceptora nakon sedam dana u poređenju sa kontrolnim stablom L. vulgaris ukazuju na 
ogranic enu sposobnost fotosinteze da podrz i intenzivnu ekspanziju tkiva u galama. S druge 
strane, u listovima biljaka sa galama nije bilo promene u fotosintetskim performansama u 
odnosu na kontrolne, s to je bilo u korelaciji sa nepromenjenim nivoom skroba i ukupnih 
nerastvorljivih ugljenih hidrata. Uzimajuc i u obzir da je rastenje biljaka izmenjeno u odnosu na 
dramatic no povec anje biomase gale tokom razvic a (oko 3 puta u poređenju sa kontrolnim 
stablom), smatramo da je alokacija fotoasimilata fotoasimilata kroz floem ka galama kao uviru 
glavni izvor energije za ubrzane metabolic ke procese rastenja i razvic a gala (Huang i sar., 2015; 
Jiang i sar., 2018; Martini i sar., 2020).  

Kod gala indukovanih z is kom sadrz aj aminokiselina raste (oko 4 puta) (slika 29), sa 
specific nim „drugim talasom” akumulacije fenilalanina i triptofana u kasnijim fazama (10. dan) 
(slike 31 i 33), s to sluz i kao nutritivni rezervoar za larvu. Dobijeni rezultati podudaraju se sa 
ranijim istraz ivanjima gde herbivorija i indukcija galoznog tkiva izazivaju akumulaciju 
aminokiselina, kao s to je objavljeno u studiji herbivorije na paradajzu (Steinbrenner i sar., 2011) 
i u primeru gala na Sorbus commixta indukovanih biljnim vas ima (Koyama i sar., 2004). Sadrz aj 
alanina, glutaminske kiseline i asparaginske kiseline kontinuirano se povec avao tokom razvic a 
gale (slika 32), s to ukazuje da se ove aminokiseline mogu koristiti za skladis tenje amino grupa 
koje se oslobađaju tokom razgradnje drugih aminokiselina (Batista-Silva i sar., 2019). Dakle, 
akumulacija specific nih aminokiselina moz e biti povezana sa skladis tenjem prekursora za 
sintezu proteina kako bi se pripremili za oporavak biljnog metabolizma nakon stresa ili za 
razvic e larve unutar gale. Rezultati takođe pokazuju specific an porast određenih jedinjenja (npr. 
fenilalanin, triptofan, asparaginska kiselina, valin) tek u razvojnoj fazi gale posle 10 dana (G5S) 
u odnosu na fazu od 7 dana (G4S), s to moz e posluz iti kao dodatni nutritivni rezervoar za larvu 
koja zavrs ava svoje razvic e, ili predstavlja promenu u metabolizmu same biljke u zavrs noj fazi 
razvic a gale. 
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Sumirajuc i izloz ene rezultate, moz e se zakljuc iti da promene u primarnom metabolizmu 
transformis u galu iz autotrofnog tkiva u heterotrofno metabolic ko c voris te koje, potiskivanjem 
sopstvene fotosinteze i intenzivnim povlac enjem asimilata iz okolnih tkiva, podređuje resurse 
domac ina iskljuc ivo potrebama galogeneze i ishrani larve, s to je u skladu sa nutritivnom 
hipotezom. 

 

5.2.3. Promene u fenilpropanoidnom metabolizmu i profilu fenolnih 
jedinjenja kao odgovor na indukciju i razviće gala 

 
Modifikacija profila fenolnih jedinjenja tokom razvoja gala kod L. vulgaris odraz ava 

precizno usklađen balans između akumulacije antioksidanata neophodnih za neutralizaciju 
oksidativnog praska i aktivacije fenilpropanoidnog puta radi strukturnog uc vrs c ivanja i 
lignifikacije zas titnih slojeva gale. 

Formiranje gala dovodi do znac ajnog smanjenja koncentracije ukupnih fenola i 
flavonoida u tkivu nakon 7 dana. Rezultati pokazuju da su HBAs, kako solubilni tako i oni vezani 
za c elijski zid, stabilni i ne pokazuju znac ajne razlike među analiziranim grupama uzoraka (slike 
34 i 37). Bez obzira na kategoriju uzorka ili tip os tec enja, u listu je uvek izmerena vec a 
koncentracija HBAs u odnosu na stablo, i to od 2,4 do 3,6 puta vis e. Ova stabilnost sugeris e da 
HBAs ne uc estvuju direktno u specific nim odgovorima na razvic e gale kod ove vrste. Za razliku 
od HBAs, HCAs pokazuju znac ajne promene u zavisnosti od starosti gale (slika 37). Kod listova 
biljaka sa razvijenim galama zabelez eno je 2,5 puta vec e prisustvo HCAs u odnosu na kontrolne 
listove, dok je u poređenju sa samim tkivom gale na stablu sadrz aj u listovima c ak 30 puta vec i. 
Fenolne kiseline, naroc ito HCAs, pokazuju dinamic ne promene kao odgovor na indukciju gala, 
c esto se povec avajuc i u tkivima koja nisu zahvac ena galama kako bi ojac ale indirektnu odbranu, 
poput emisije isparljivih materija koje privlac e parazitoide (Tooker i De Moraes, 2008; Detoni i 
sar., 2011; Isaias i sar., 2018). U stablu L. vulgaris najvec a kolic ina HCAs vezanih za c elijski zid 
zabelez ena je kod mladih gala (starosti 48 h), s to je skoro 2 puta vis e nego u starijim galama 
(slika 37). Ovakva akumulacija u ranim fazama razvic a gale moz e doprineti indirektnoj odbrani 
biljke. Tkivo razvijene gale (G4) ima manji sadrz aj svih fenola, ukljuc ujuc i flavonoide, u 
poređenju sa kontrolnim stablima (slika 34). Ovaj trend smanjenja flavonoida u galama 
primec en je i kod drugih sistema, poput Tibouchina pulchra, gde su nivoi bili skoro c etiri puta 
manji nego u ostalim tkivima, a određeni flavonoli i flavoni uops te nisu detektovani u galama 
(Motta i sar., 2005). Smanjenje koncentracije flavonoida u galama moz e se povezati 
sa smanjenom ekspresijom gena za njihovu biosintezu, c ime se resursi preusmeravaju ka 
primarnim metabolitima neophodnim za ishranu larvi insekata, s to je i indirektno pokazano u 
nekim primerima gde geni za primarni metabolizam (sinteza proteina i lipida) dominiraju u 
nutritivnim c elijama gala, sugeris uc i supresiju flavonoidnih puteva (Harper i sar., 2004; Oates i 
sar., 2021; Takeda i sar., 2021). Između kontrolnih uzoraka i onih izloz enih herbivoriji nisu 
uoc ene vec e konstitutivne razlike u ukupnim grupama flavonoida, s to sugeris e da je njihovo 
smanjenje specific no vezano za proces razvic a gale. Dok su nivoi u galama niski, u susednim 
listovima mogu biti povis eni, s to ukazuje na prostornu regulaciju koja izoluje nutritivne zone 
od odbrambenih jedinjenja (Singh i sar., 2021; Yang i sar., 2023). Kod tropskih vrsta je pokazano 
da formiranje gala dovodi do povec anja ukupnih fenola u listovima, s to dovodi do smanjenja 
herbivorne aktivnosti za 20 do 50% (Pascual-Alvarado i sar., 2008). Ovi rezultati podrz avaju 
hipotezu da insekti koji formiraju gale manipulis u fiziologijom biljke kako bi stimulisali 
proizvodnju sekundarnih metabolita. Povec ana koncentracija fenola u tkivu koje okruz uje galu 
sluz i kao hemijska barijera koja odbija druge insekte, c ime insekti u galama indirektno s tite i 
sebe od predatora. 
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Dobijeni rezultati potvrđuju da kod L. vulgaris dolazi do prilagođavanja sekundarnog 
metabolizma (fenolnih kiselina i flavonoida), s to ukazuje na sposobnost biljke-domac ina da 
dinamic ki reprogramira svoje metabolic ke puteve (kompromis između rasta nasuprot 
odbrane) kao direktan odgovor na fazu razvic a gale i vrstu os tec enja tkiva. Dok su HBAs 
relativno stabilne kroz sve kategorije uzoraka (kontrola, herbivorija i gale), HCAs pokazuju 
dinamic ne promene i znac ajnu akumulaciju u listovima biljaka sa galama u ranoj fazi razvic a 
galoznog tkiva (Detoni i sar., 2011; Teixeira i Ferreira, 2021). Nasuprot tome, flavonoidi su 
smanjeni u tkivu razvijene gale, s to je primec eno i u drugim sistemima gde gale redukuju ova 
jedinjenja kako bi pospes ile ishranu larvi (Motta i sar., 2005; Mishra i sar., 2020). Ovi rezultati 
time potvrđuju ranija zapaz anja, ali dodatno naglas avaju fazno-specific nu regulaciju 
metabolizma u ovom sistemu. 

 

5.2.4. Uloga antioksidativnog metabolizma u galogenezi 
 
Proces formiranja gala odraz ava visoko kompleksnu interakciju biljke i insekta, gde 

insekt-induktor manipulis e c elijskim mehanizmima domac ina radi formiranja specijalizovanih 
nutritivnih i zas titnih organa. U osnovi ovih procesa nalazi se antioksidativni metabolizam, c ija 
je presudna uloga oc uvanje dinamic ke ravnotez e između razvojnih signala i odbrambenih 
odgovora biljke. Proces galogeneze zapoc inje aktivnos c u insekta (hranjenjem i ovipozicijom), 
s to biljka prepoznaje kao stresni signal i na s ta odgovara oksidativnim praskom- brzom i 
intenzivnom produkcijom ROS-a (de Oliveira i sar., 2014; Guedes i sar., 2022). U formiranju gala 
antioksidativni sistem ima nekoliko vaz nih uloga: regulis e morfogenezu, gde ROS deluju kao 
signalni molekuli c ija se aktivnost uravnotez uje snaz nim antioksidativnim odgovorom (Isaias i 
sar., 2015); uc estvuje u modifikaciji c elijskog zida, pri c emu peroksidaze u ranim fazama razvoja 
omoguc avaju njegovo ‘labavljenje’ i brzu ekspanziju c elija (Almagro i sar., 2009); sprec ava 
odbrambenu nekrozu manipulis uc i redoks statusom domac ina uz pomoc  askorbata i 
glutationa, c ime se obezbeđuje kontinuitet rasta galoznog tkiva (Isaias i sar., 2015; Miller i 
Raman, 2019).  

U stablu L. vulgaris razvic e gala prati porast ukupnog sadrz aja askorbata (redukovani 
Asc + oksidovani DHA) (slika 39). Ukupni sadrz aj Asc u tkivu razvijenih gala (faze G3 i G4) 
pribliz no je dvostruko vec i u poređenju sa kontrolnim stablom ili onima u ranoj fazi indukcije 
(G2) (slika 39). Uprkos povec anoj ukupnoj kolic ini, u galama se smanjuje udeo redukovane 
forme askorbata u odnosu na kontrolu. Takva dinamika ukazuje da se Asc intenzivno tros i ili da 
procesi njegove regeneracije ne uspevaju da odrz e visok nivo redukovanog oblika u uslovima 
pojac anog oksidativnog stresa koji prati galogenezu. Ova dinamika askorbata ukazuje na ulogu 
APX enzima u odrz avanju redoks ravnotez e tokom galogeneze.  

Askorbat peroksidaza (APX) predstavlja vaz an enzim u antioksidativnom odbrambenom 
sistemu biljaka, prvenstveno kroz svoju ulogu u Asc-GSH ciklusu (Foyer -Halliwell-Asada ciklus) 
(Noctor i Foyer, 1998a). Njena osnovna funkcija je kataliza prelaska vodonik peroksida u vodu, 
koristec i askorbat kao specific ni donor elektrona (Foyer i Noctor, 2011). Razlic ite izoforme ovog 
enzima raspoređene su u subc elijskim odeljcima (citosolu, hloroplastima, mitohondrijama i 
peroksizomima), s to omoguc ava efikasnu kontrolu nivoa ROS-a u c itavoj c eliji (Shigeoka i sar., 
2002). Stabilnost i aktivnost APX-a direktno zavise od prisustva askorbata (Caverzan i sar., 
2012). Istraz ivanja pokazuju da su ove izoforme izuzetno nestabilne u odsustvu Asc, tj. 
aktivnost APX-a se brzo gubi kada koncentracija askorbata padne ispod 20 µM. Među svim 
izoformama, hloroplastna APX (chlAPX) je najosetljivija, sa poluvremenom inaktivacije krac im 
od 30 sekundi u uslovima niskog nivoa askorbata, dok su citosolne i mikrozomalne forme 
znatno stabilnije (Yoshimura i sar., 1998). Gubitak aktivnosti chlAPX (posebno tilakoidno 
vezane tAPX) smatra se kritic nim faktorom, jer dovodi do akumulacije H2O2 i oksidativnog 
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os tec enja proteina u hloroplastima, s to direktno narus ava proces fotosinteze (Maruta i sar., 
2010). Pored direktne zas titne uloge, APX uc estvuje i u redoks-signalizaciji (Caverzan i sar., 
2012). Finim podes avanjem nivoa ROS-a, APX izoforme regulis u signalne puteve koji upravljaju 
razvojem biljke i njenim odgovorom na stresne uslove. U situacijama kada je aktivnost APX 
suprimirana, biljke aktiviraju kompenzacione mehanizme, povec avajuc i ekspresiju drugih 
antioksidativnih enzima, poput katalaze i glutation peroksidaze, kako bi odrz ale redoks-
homeostazu i prez ivele nepovoljne uslove (Caverzan i sar., 2012). 

Razvoj galoznog tkiva dovodi do pada aktivnosti APX enzima u svim fazama formiranja 
gale (slike 44 i 45). Smanjenje u aktivnosti enzima APX omoguc ava lokalnu akumulaciju ROS-a 
kao signalnih molekula za reprogramiranje tkiva. Dostupna literatura ne pruz a direktne dokaze 
o aktivnoj supresiji APX enzima putem insektnih efektora iz cecidogena, vec  ukazuju na 
indirektne mehanizme povezane sa promenom u metabolizmu askorbata i manipulacijom 
fitohormonima (salicilna kiselina, jasmonska kiselina) (Tooker i Helms, 2014; Herrera-Va squez 
i sar., 2015). Ovo podrz ava hipotezu da je smanjenje u APX verovatno posledica metabolic kih 
promena izazvanih delovanjem insekta, a ne specific ne supresije enzima (Mittapalli i sar., 2007; 
Liu i sar., 2010; Ga tjens-Boniche, 2019). Kako se aktivnost APX-a smanjuje, redoks ravnotez a se 
sve vis e oslanja na glutation, c iji se status znac ajno menja tokom razvic a gale. 

Sadrz aj glutationa u listovima opada, dok u stablu dolazi do drastic nog porasta 
oksidovanog glutationa (GSSG), koji je kod formiranih gala bio 6 puta vec i nego u kontroli. GSH 
izmeren u uzorcima stabla L. vulgaris nije pokazao promene između kontrolnih uzoraka i gala 
razlic ite starosti, dok je u listovima gala u svim fazama primec eno smanjenje GSH, s to sugeris e 
da se ovaj antioksidant ubrzano tros io usled povec ane stope oksidativnih procesa izazvanih 
razvojem galoznog tkiva. Posebno je znac ajan kontinuirani porast GSSG u stablu tokom razvoja 
gala, sa najvis im vrednostima kod gala starosti sedam dana koje su bile oko 6 puta vis e u odnosu 
na kontrolu (slika 40). Ovo pomeranje redoks ravnotez e ka oksidovanom obliku glutationa nije 
nuz no znak oksidativnog stresa, vec  moz e biti signal za specific ne promene u ekspresiji gena 
(Zechmann, 2020; Noctor i sar., 2024). Vrednosti ukupnog glutationa pokazuju slic an trend kao 
i vrednosti za GSSG, sa najniz im vrednostima za kontrolna stabla i poc etne faze razvic a gala, i 
sa najvis im vrednostima kod formiranih gala (gale 7. dan) (slika 40). Redoks stanje glutationa 
(RkG) u stablu je bilo izuzetno nisko i bez statistic ki znac ajnih odstupanja kod kontrola i gala 
svih faza razvic a (slika 40). S druge strane, u uzorcima listova zabelez en je visok RkG od oko 
80%, dok je kod svih gala uoc en pad RkG na oko 14% (slika 40). Ovaj pad RkG, koji je u listovima 
mnogo izraz eniji u odnosu na stablo gde se tvorevina gale nalazi, ukazuje na sistemski odgovor 
biljke na biotic ki stres. Sadrz aj oksidovanog glutationa (GSSG) u listovima prati trend zabelez en 
u stablu: najniz e vrednosti su izmerene kod kontrolnih biljaka, dok se porast GSSG belez i u svim 
fazama razvic a gale, osim s to je u galama 4. dana izmeren GSSG sa najvis im vrednostima (slika 
40). S to se tic e sadrz aja GSH, uoc eno je smanjenje kolic ine redukovanog glutationa kod listova 
gala svih faza razvic a u odnosu na kontrolne listove. Slic no je pokazano kod Morina i sar. (2025), 
gde gale na listu lipe imaju niz i ukupni redukcioni kapacitet i sporiju kinetiku antioksidanata u 
poređenju sa listovima bez gala. Ovakva dinamika sadrz aja glutationa priprema uslove za 
peroksidaze, koje preuzimaju regulatornu ulogu u regulaciji strukture c elijskog zida. 

Peroksidaze III klase (POD) imaju kljuc nu, ali i dvojaku ulogu u procesu galogeneze, 
delujuc i kao centralni regulatori dinamike c elijskog zida (Passardi i sar., 2004; 2005). Za razliku 
od tipic nog odgovora na herbivoriju, gde POD primarno uc estvuju u oc vrs c avanju i lignifikaciji 
tkiva radi odbrane, u ranim fazama razvic a gale ovi enzimi utic u na razmeks avanje strukture 
c elijskog zida (Almagro i sar., 2009). U zrelim galama funkcija peroksidaza postaje prostorno 
diferencirana: unutras nji slojevi ostaju fleksibilni radi transporta nutrijenata, dok spoljas nji 
prolaze kroz intenzivnu lignifikaciju, formirajuc i zas titni sloj koji obezbeđuje mehanic ku 
barijeru protiv predatora (Teixeira i sar., 2018; Markel i sar., 2024).  
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Povec ana aktivnost POD-a u ranoj fazi razvic a gale (G2-G3) (slika 42), uprkos niskom 
nivou lignina, sugeris e da ovi enzimi sluz e za labavljenje c elijskog zida ili unakrsno povezivanje 
proteina radi odrz avanja fleksibilnosti zida neophodne za rast c elija gala. Specific na aktivnost 
solPOD-a u stablu znac ajno je vec a nego u listovima (slika 41), s to ukazuje da stablo, kao 
primarno mesto interakcije i ovipozicija, predstavlja centar metabolic kog odgovora zasnovanog 
na peroksidazama. Metodom izoelektrofokusiranja (IEF) otkrivene su dve dodatne izoforme 
solPOD koje su prisutne iskljuc ivo u uzorcima gala (kod G2 i G3) (slika 42). Ove nove izoforme 
sugeris u funkcionalnu specijalizaciju (Passardi i sar., 2004; Cosio i Dunand, 2009) i specific an 
signalni put kojim insekt manipulis e biljkom. Iako su poznate po oc vrs c avanju zida, peroksidaze 
u galama mogu imati suprotnu funkciju. Kroz hidroksilni ciklus, one mogu generisati 
hidroksilne radikale (•OH) koji raskidaju veze između polisaharida, dovodec i do labavljenja 
c elijskog zida (eng. cell wall loosening) (Schweikert i sar., 2000; Passardi i sar., 2005; Kukavica i 
sar., 2009). Prisustvo specific nih izoformi u ranoj fazi rasta gale (G2-G3) moz e biti povezano sa 
potrebom za brzim s irenjem galoznog tkiva (Francoz i sar., 2015). U galama starosti 48 h 
izmerena je visoka koncentracija hidroksicimetnih kiselina (ferulinske i p-kumarinske), koje su 
supstrati za POD (Veljovic  Jovanovic  i sar., 2018). Niske koncentracije lignina u galama (4GS), 
uprkos visokoj aktivnosti POD, ukazuju na to da se enzimi ovde vis e koriste za unakrsno 
povezivanje ferulata ili proteina (ekstenzina) a manje za samu lignifikaciju, c ime se odrz ava 
određena fleksibilnost tkiva neophodna za rastenje gale (Almagro i sar., 2009; Veljovic  Jovanovic  
i sar., 2018). Rezultati Morina i sar. (2025), vezani za gale na listu lipe, pokazuju da je ekspresija 
gena za POD i MnSOD bila povec ana u poređenju sa zdravim listovima, kako bi ovi enzimi 
podrz ali razvoj strukture gale (oc vrs njavanjem zida gale) i uc estvovali u regulaciji ROS-
homeostaze u apoplastu. Istraz ivanje Takeda i sar. (2019) daje uvid u ekspresiju određenih gena 
koji direktno kontrolis u procese formiranja ovih struktura. Među njima se istic e AtPrx25 
(Shigeto i sar., 2014), gen koji kodira peroksidazu ukljuc enu u biosintezu lignina. On je 
identifikovan kao jedan od 38 zajednic kih regulatora razvic a gala kod razlic itih biljnih vrsta 
(Takeda i sar., 2019). Slic nu ulogu ima i RHD2 (Foreman i sar., 2003), gen za NADPH oksidazu 
koja direktno utic e na produkciju ROS-a, c ija je povec ana ekspresija u svim analiziranim 
tipovima gala pokazatelj da je ROS neophodan za modifikaciju c elijskog zida i signalizaciju 
tokom morfogeneze (Takeda i sar., 2008). Pored njih, AtMYB77, transkripcioni faktor povezan 
sa metabolizmom ROS-a putem direktne transkripcione kontrole gena OMG1, dodatno 
potvrđuje da aktivna produkcija ROS-a doprinosi lignifikaciji unutar gale (Sng i sar., 2019). Ovi 
procesi, iako tipic no predstavljaju odbrambeni odgovor biljke na biotic ki stres, u sluc aju gala 
bivaju preuzeti od strane induktora gale (Takeda i sar., 2008). Ovo istraz ivanje ukazuje i na 
pojac anu ekspresiju gena povezanih sa imunitetom i odbranom, poput DLO2, koji potiskuje 
imunitet biljke i time olaks ava insektima manipulaciju tkivom (Zeilmaker i sar., 2015), kao i 
WRKY48 i WRKY23, koji moduliraju odbrambene odgovore biljke-domac ina (Xing i sar., 2008). 
Njihova aktivacija u galama moz e predstavljati strategiju insekta da oslabi otpornost biljke na 
infestaciju. Uz peroksidaze, znac ajnu adaptivnu ulogu imaju i MnSOD izoforme, koje dodatno 
stabilizuju antioksidativni odgovor biljke. 

Rezultati Western blot analize L. vulgaris pokazali su prisustvo vis e izoformi MnSOD u 
stablu L. vulgaris (slika 46). Vis estruke izoforme MnSOD-a se javljaju u rasponu od pribliz no 22 
do 98 kDa u biljnim tkivima (Alscher i sar., 2002). Ove izoforme se c esto pojavljuju kao 
oligomerni oblici, poput dimera i tetramera, koji povec avaju stabilnost enzima i katalitic ku 
efikasnost u uslovima oksidativnog stresa (Bonetta Valentino, 2022). Njihova povec ana 
zastupljenost u galama u poređenju sa kontrolnim uzorcima ukazuje na specific ne adaptacije 
na oksidativni stres izazvan ovipozicijama. MnSOD primarno vrs i dismutaciju superoksida u 
H2O2, koji sluz i kao supstrat za peroksidaze u daljim antioksidativnim putevima. U literaturi je 
pokazano da se MnSOD i peroksidaze nalaze udruz eno u c elijskom zidu gde MnSOD obezbeđuje 
H2O2 (dismutacijom superoksida) neophodan za rad POD (Almagro i sar., 2009; Kukavica i sar., 
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2009; Batool i sar., 2022). Istraz ivanja pokazuju da se geni za MnSOD i GLPs (Germin-like 
proteins) c esto istovremeno aktiviraju kao odgovor na biotic ke stresne faktore. Kod gala koje 
izazivaju grinje na listu Tilia cordata zabelez ena je paralelna povec ana ekspresija gena koji 
regulis u sintezu Mn-enzima germin-like proteina (GLPs) i MnSOD (Morina i sar., 2025). Ovakva 
koordinacija ukazuje da biljka mobilizuje oba sistema kako bi neutralisala oksidativne izazove 
i osigurala efikasnu odbranu od stresa. Glavna funkcionalna veza je to s to mnogi GLPs poseduju 
SOD-aktivnost i koriste mangan kao kofaktor (Govindan i sar., 2024). Dok je MnSOD primarno 
lociran u mitohondrijama, GLPs sa SOD aktivnos c u su c esto lokalizovani u apoplastu (c elijskom 
zidu) ili vakuolama, pruz ajuc i tako komplementarnu zas titu od superoksidnih radikala u 
razlic itim delovima c elije (Liao i sar., 2021). Prekomerna ekspresija GLPs-a povec ava 
akumulaciju H₂O₂, koji dalje ima ulogu za uc vrs c avanje c elijskog zida, a deluje i kao signalni 
molekul koji aktivira odbrambene gene i metabolic ke puteve povezanih sa jasmonskom 
kiselinom (Govindan i sar., 2024). 

Zakljuc no, antioksidativni metabolizam tokom galogeneze u sistemu L. vulgaris – R. 
pilosa nadilazi klasic nu odbrambenu ulogu i postaje kljuc ni alat za razvojno reprogramiranje 
tkiva domac ina. Kroz supresiju aktivnosti APX enzima i pomeranje redoks ravnotez e askorbata 
i glutationa ka oksidovanim oblicima, omoguc ava se lokalna akumulacija ROS-a koji sluz e kao 
neophodni signalni molekuli za promenu sudbine c elija i inicijaciju morfogeneze. Centralno 
mesto u ovom procesu zauzimaju peroksidaze, c ija se uloga dinamic ki menja: od modifikacija 
c elijskog zida koje omoguc ava brzu ekspanziju galoznog tkiva u ranim fazama razvic a gale, do 
kasnije lignifikacije spoljas njih slojeva gale radi mehanic ke zas tite larve. Ovakva precizna 
modulacija antioksidativnog kapaciteta potvrđuje da insekt uspes no preotima redoks 
mas ineriju biljke-domac ina, pretvarajuc i stresni odgovor u koordinisan razvojni program za 
formiranje specijalizovanog metabolic kog c voris ta. 

 

 

5.3. Interakcija biljke i insekta u model sistemu Linaria vulgaris – Rhinusa 

pilosa, biotički stres, koevolucija ili oblik simbioze?  
 
Biljke su tokom dugog evolutivnog perioda koevoluirale sa velikim brojem razlic itih 

insekata biljojeda i patogenih mikroorganizama u uslovima dnevnih i sezonskih varijacija 
abiotic kih uslova z ivotne sredine. Samim tim, biljne c elije pokazuju visok kapacitet da odgovore 
na razlic ite stresne uslove oslanjajuc i se na fleksibilnu i paz ljivo usklađenu mrez u regulatornih 
menahizama. Ova mrez a obuhvata redoks signalne puteve, signalne puteve povezane sa 
ugljenim hidratima, hormonima stresa i regulatorima rastenja (Wu i Baldwin, 2009, 2010; Zhu 
i sar., 2011; Zhou i sar., 2015; Harris i Pitzschke, 2020; Korgaonkar i sar., 2021; Jones i sar., 2022; 
Wang i sar., 2023; Prajapati i sar., 2024; de Oliveira i dos Santos Isaias, 2025; Staszak i sar., 2026). 
U konkurentnom okruz enju, odluc ujuc i faktor koji lez i u osnovi otpornosti i opstanka je 
sposobnost biljaka da prepoznaju, integris u i reaguju na biotic ke i abiotic ke varijable z ivotne 
sredine stalnim prilagođavanjem svoje fiziologije i metabolizma radi optimizacije rastenja i 
reprodukcije u okruz enju koje se stalno menja (Pastori i Foyer, 2002).  

Gala se definis e i kao „ispoljavanje reprogramiranja ćelijskog rastenja i razvića biljke – 
štetnog, korisnog ili neutralnog za biljku – koje počinje na mestu kolonizacije određenog stranog 
organizma, koji dobija specijalizovane usluge od biljke i nastavlja da stupa u interakciju sa de novo 
biljnim tkivom ili organom kako se dalje odvija njegovo razviće“ (Harris i Pitzschke, 2020). Insekti 
su glavni induktori nastanka gala (Espí rito-Santo i Fernandes, 2007), a one se mogu formirati 
na listu, stablu, cvetnim pupoljcima, cvetu, plodu ili na korenu (Harris i Pitzschke, 2020). Smatra 
se da galikolni insekti luc e određene efektorske molekule i preuzimaju razvojne programe 
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domac ina kako bi se formirale jedinstvene strukture gala (Reymond, 2013; Hilker i Fatouros, 
2015; Giron i sar., 2016; Erb i Reymond, 2019; Vega-Mun oz i sar., 2020). Međutim, molekularni 
mehanizmi indukcije i razvoja biljnih gala od strane insekata ostaju uglavnom nerazjas njeni i 
veliki istraz ivac ki izazov (Takeda i sar., 2021; Desnitskiy i sar., 2023; Mishra i sar., 2024). 

Odnos između L. vulgaris i R. pilosa prevazilazi okvire klasic nog modela biotic kog stresa. 
Iako formiranje gala predstavlja specific an vid parazitizma, ono se moz e posmatrati i kao 
rezultat visoko specijalizovana koevolucija u kojoj insekt preuzima razvojne puteve domac ina. 
Postojec e hipoteze sugeris u da je ova interakcija toliko sloz ena da moz e ukljuc ivati horizontalni 
transfer gena sa insekta na biljku ili c ak genetsku transformaciju biljke posredovanu 
endosimbiotic kim bakterijama iz insekta (Jankiewicz i sar., 2017; Ga tjens-Boniche, 2019). 
Međutim, drugim istraz ivanjima pokazano je da gala prestaje da se razvija i da se degeneris e 
ako larva u njoj ugine, s to sugeris e da je za razvic e gale potreban neprekidan protok signala 
(kontinuirani molekularni dijalog) između larve i biljke-domac ina (Jankiewicz i sar., 2021). Iako 
u okviru ove disertacije nisu rađene genske analize, dobijeni rezultati otkrivaju vaz nu 
biohemijsku vezu koja potvrđuje postojanje ovog dijaloga i razotkriva mehanizme kojima z iz ak 
R. pilosa preuzima kontrolu nad razvic em L. vulgaris. Cecidogen ovde deluje kao inicijalni skup 
signala: identifikovana fenolna jedinjenja iz ovipozicione tec nosti (protokatehuinska kiselina, 
diosmetin-O-acetylrutinoside i jedinstveni glikozid), koja su inac e odsutna u biljnom tkivu, 
predstavljaju specific an stimulus za prevođenje diferenciranog tkiva u meristematsko stanje. 
Dobijeni rezultati pruz aju biohemijske dokaze o „otmici“ metabolizma biljke, u skladu sa 
konceptom koji su opisali Giron i sar. (2016). Pokazano je da insekt efektorskim molekulima 
pokrec e reprogramiranje c elija, pri c emu dramatic an porast trehaloze i T6P usmerava 
redistribuciju resursa i stimulaciju deobe, dok fenoli iz cecidogena, inhibicijom IAA-oksidaze, 
odrz avaju visoku koncentraciju auksina potrebnu za hipertrofiju tkiva gale (Iturriaga i sar., 
2009; Bedetti i sar., 2014; Han i sar., 2024). 

Tokom formiranja gale na mladim stablima L. vulgaris, R. pilosa uspostavlja tkivno-
specific nu interakciju sa svojom biljkom-domac inom, gde određeni stimulusi iniciraju 
proliferaciju novog biljnog tkiva i nastanak globularne strukture u apikalnom meristemu stabla. 
Ranija histolos ka istraz ivanja ove galikolne interakcije (Barnewall i sar., 2012) potvrdila su da 
ovipoziciona tec nost, kao i precizan poloz aj jajeta unutar tkiva stabla, imaju presudan uticaj na 
indukciju i razvic e gale. Uspes no formiranje gale prati de novo produkcija ksilema, formiranje 
interc elijskih prostora u korteksu, kao i hiperplazija prokambijuma i parenhima srz i u delu koji 
okruz uje poloz eno jaje insekta (Barnewall i sar., 2012). Z enka R. pilosa polaz e jaja direktno u 
apikalni meristem mladog stabla, gde je tkivo najaktivnije i najpodloz nije promenama, i na taj 
nac in insekt pokrec e specific no reprogramiranje genoma domac ina. Istraz ivanja su pokazala da 
se u galama povec ava ekspresija gena koji su inac e zaduz eni za razvoj cvetnih organa 
(Yamaguchi i sar., 2016; Schultz i sar., 2019), a insekt tako koristi prirodne mehanizme biljke 
namenjene akumulaciji hranljivih materija za reprodukciju, usled c ega biljka-domac in gubi 
sposobnost razvoja funkcionalnih cvetova i produkcije semena (Breia i sar., 2021). Iako 
formiranje gale zahteva veliku energiju, R. pilosa osigurava prez ivljavanje biljke kako bi larva 
imala svez  izvor hrane tokom celog ciklusa razvic a unutar gale (55–65 dana). Gala postaje 
metabolic ki uviri koji povlac e fotoasimilate i azot iz okolnih listova (Wingler i Roitsch, 2008). 
Dok se biljka bori da odrz i homeostazu, resursi se preusmeravaju sa primarnog rasta i 
reprodukcije na razvic e gale (Castro i sar., 2012). Biljka-domac in ipak ostaje zelena i 
funkcionalna jer joj je to jedini nac in da obezbedi energiju koju gala i larve eksploatis u, ali zbog 
tog velikog tros ka, biljka vis e nema kapacitet za ulazak u reproduktivnu fazu (Tauzin i Giardina, 
2014; Breia i sar., 2021). 

Sa stanovis ta biljke, tolerisanje gale moz e biti strategija lokalizacije s tete, dok u nekim 
sistemima biljka c ak moz e profitirati od metabolita dobijenih od insekta, s to ukazuje na prelaz 
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ka simbiotic kom odnosu. Intrigantna priroda odnosa, kao i mehanizmi interakcija galikolnih 
insekata, biljke-domac ina i samih gala, predmet su vis edecenijskih istraz ivanja (Stone i 
Scho nrogge, 2003; Raman, 2011, 2021; Giron i sar., 2016; Harris i Pitzschke, 2020; Mishra i sar., 
2024). Sa gledis ta biljke-domac ina, one mogu tolerisati stvaranje gale kako bi lokalizovale 
parazitske galikolne insekte na ogranic eni prostor, s to im omoguc ava redukciju s irenja s tete. 
Takođe, biljke mogu apsorbovati i koristiti izluc evine galikolnih insekata (Kutsukake i sar., 
2012). U sluc aju interakcije biljne vas i Schlechtendalia chinensis i biljke Rhus chinensis, gala i 
lisne vas i unutar gale predstavljaju vrstu metabolic kog c voris ta i razmene hranljivih materija, 
s to koristi ne samo vas ima vec  i biljci-domac inu (Takeda i sar., 2021). Shodno tome, biljke-
domac ini obezbeđuju i sklonis te i hranljive materije, a zauzvrat, metaboliti dobijeni od insekata 
koriste i domac inu (Chen i sar., 2020). Nastanak galoznog tkiva kod nekih biljaka utic e na 
povec anje fotosinteze i provodljivost stoma (Fay i sar., 1996; Larson, 1998; Dorchin i sar., 2006; 
Takeda i sar., 2021). Z iz ak Smicronik madaranus formira sferic ne gale na izdancima parazitske 
biljke Cuscuta campestris koja ima nizak sadrz aj hlorofila i manju fotosintetsku aktivnost jer 
zavisi od biljke-domac ina kao izvora hranljivih jedinjenja. Međutim, gale na C. 
campestris izazvane S. mandaranes imaju znac ajno uvec an sadrz aj hlorofila i fotosintetsku 
aktivnost, s to sugeris e da ovaj galikolni z iz ak pojac ava fotosintetsku aktivnost kako bi 
modifikovao razvojne programe biljke ka proizvodnji hranljivih materija za svoje potrebe 
(Murakami i sar., 2021). Istraz ivanja pokazuju da moljci Caloptilia cecidophora i Borboryctis 
euryae ne mogu da zavrs e larvenu fazu svog razvic a bez ishrane galoznim tkivom, s to ukazuje 
da su tokom evolucije ovi galikolni insekti izgubili sposobnost prez ivljavanja hranec i se samo 
normalnim lisnim tkivom, i da neki hranljivi sastojci dobijeni iz galoznog tkiva ne predstavljaju 
suplemente vec  su presudni za njihov opstanak. Korgaonkar i sar. (2021) uoc ili su zanimljivu 
pojavu da se gale izazvane lisnim vas ima Hormaphis cornu javljaju u dve boje, kao crvene i 
zelene gale u obliku roga na listu Hamamelis virginiana. Pokazali su da ove razlike potic u od 
jednog od bicycle gena (dgc gena, eng. determinant of gall color) koji su ukljuc eni u sintezu 
antocijanina u galoznom tkivu. Oni smatraju da lisne vas i ubrizgavaju DGC protein u gale i da to 
rezultira diferencijalnom ekspresijom nekoliko biljnih gena. Dgc je c lan velike 
porodice bicycle gena koji se specific no eksprimiraju u pljuvac nim z lezdama galikolnih lisnih 
vas i, gde varijacije ovih gena menjaju ekspresiju biljnih gena i fenotip gale. 

Interakcija između L. vulgaris i galikolnog z is ka R. pilosa predstavlja specific an model 
koji pojas njava adaptivni znac aj galogeneze. Tri fundamentalne hipoteze (o ishrani, zas titi i 
mikrookruz enju) ovde se argumentuju kombinacijom biohemijskih, strukturnih i fiziolos kih 
rezultata. Nalazi ukazuju na adaptivni znac aj hipoteze o ishrani, pokazujuc i da larva, putem 
biohemijske manipulacije biljke posredovane insektom, transformis e biljno tkivo u metabolic ki 
uvir, obogac en trehalozom, signalnim molekulom T6P i slobodnim aminokiselinama, naroc ito 
glutaminom. Na ovaj nac in, gala funkcionis e kao struktura nalik plodu koja akumulira resurse 
neophodne za optimalno razvic e larve. Hipoteza o zas titi oslanja se na lignifikaciju spoljas njih 
slojeva tkiva gale, podstaknutu aktivnos c u peroksidaza, c ime se formira mehanic ka barijera 
protiv predatora i patogena. Trec a hipoteza, o mikrookruz enju, sugeris e da gala s titi larvu od 
abiotic kog stresa, kao s to su promene temperature i isus ivanje. Rezultati pokazuju da spoljas nji 
zeleni slojevi gale zadrz avaju minimalnu ali funkcionalnu fotosintetsku aktivnost, c ime se 
obezbeđuje neophodna produkcija kiseonika i sprec ava hipoksija unutar zatvorene globularne 
strukture. Istovremeno, visoka koncentracija trehaloze i prolina u galoznom tkivu moz e 
funkcionisati kao mehanizam za odrz avanje integriteta membrana i zas tita od osmotskog 
stresa. Dinamic ko reprogramiranje primarnog i sekundarnog metabolizma potvrđuje da se radi 
o tkivno-specific noj interakciji, u kojoj balans između odbrambenog odgovora domac ina i 
manipulacije insekta određuje konac ni ishod ovog biotic kog procesa. 
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Bez obzira na predstavljene nalaze, određena pitanja zahtevaju dalja istraz ivanja. Pitanje 
indukcije ostaje i dalje nerazres eno; molekularni signali koji određuju species-specific nost ovog 
odnosa ostaju neidentifikovani. Takođe, dinamika kontinuiranog molekularnog dijaloga između 
larve i biljke-domac ina, od inicijalnog cecidogena do vis enedeljne interakcije larve sabiljnim 
tkivom, zahteva detaljniju analizu.  
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6. Zaključci 
 

Ova disertacija pruz a pregled fiziolos kih i biohemijskih mehanizama kojima Linaria 
vulgaris reaguje na dva razlic ita tipa biotic kog stresa: herbivoriju i indukciju gala od strane z is ka 
Rhinusa pilosa. Integracijom morfolos kih, metabolic kih i enzimskih analiza, po prvi put je 
detaljno prikazano na koji nac in insekt preusmerava razvojne puteve biljke i transformis e njeno 
tkivo u specijalizovani nutritivni organ (galu). Dobijeni rezultati otkrivaju sloz enu mrez u 
metabolic kih adaptacija koje obuhvataju primarni, sekundarni i antioksidativni metabolizam, 
potvrđujuc i dinamic nu prirodu interakcije između biljke-domac ina i galikolnog insekta (slika 
47). 

I pored vis edecenijskih istraz ivanja, proces kojim insekti menjaju metabolizam biljaka 
ostao je nedovoljno razjas njen, a precizni stimulusi koji pokrec u formiranje gala nisu bili u 
potpunosti definisani. U sluc aju sistema Linaria vulgaris – Rhinusa pilosa, ova disertacija donosi 
nekoliko fundamentalnih novina: 

 
• Po prvi put je opisan sastav ovipozicione tec nosti (cecidogena) insekta R. pilosa. Utvrđeno 

je da sadrz i specific na fenolna jedinjenja koja nisu detektovana u intaktnom biljnom tkivu i 
deluju kao kljuc ni signali za inicijaciju gale, a mogu se smatrati kandidatima za pokretanje 
galoznog razvoja. 

• Herbivorija izaziva sistemski odgovor koji ukljuc uje akumulaciju signalnog molekula 
trehalozo-6-fosfata (T6P). Glavna promena je razgradnja skroba i akumulacija maltoze u 
stablu, s to ukazuje na to da je skrob primarni konzumirajuc i ugljeni hidrat. 

• Gala postaje snaz an metabolic ki uvir koji aktivno povlac i resurse iz ostatka biljke. 
Akumulacija heksoza (glukoze i fruktoze) potencijalno je rezultat povec ane aktivnosti 
invertaza koje hidrolizuju saharozu radi ishrane larve, dok skrob izostaje jer se energija 
ubrzano tros i na rastenje. 

• Rana faza formiranja gale karakteris e se dramatic nim porastom trehaloze i znac ajnom 
akumulacijom T6P u stablu. 

• Razvic e gale prati pad hlorofila, karotenoida i efikasnosti transporta elektrona (parametri 
ET2o i RE1o), c ime se aktivnost fotosinteze u samoj gali smanjuje kako bi se resursi usmerili 
na rast gale a tkivo gale postaje heterotrofno i potpuno zavisno od okolnih listova. 

• Herbivorija izaziva znac ajno uvec anje ukupnih aminokiselina u stablu, uz ekstremni skok 
asparagina (128 puta), glicina i glutamina. Ovo sluz i za brzu remobilizaciju azota i sistemski 
odbrambeni odgovor. 

• Gala predstavlja nutritivni rezervoar sa povec anim sadrz ajem aminokiselina do 4 puta, ali 
sa specific nim „drugim talasom“ akumulacije specific nih aminokiselina (fenilalanin, 
triptofan, valin) tek nakon 10 dana razvic a, s to predstavlja pripremu nutritivnih rezervi za 
larvu koja zavrs ava razvic e. Glutamin ostaje dominantna aminokiselina (40-45% ukupnog 
sadrz aja) u svim fazama razvoja gale. 

• Za razliku od herbivorije koja podstic e lignifikaciju (oc vrs c avanje) tkiva radi odbrane, u 
galama je uoc en pad aktivnosti APX enzima (40%). Ovo omoguc ava lokalnu akumulaciju 
reaktivnih vrsta kiseonika koji deluju kao signalni molekuli za „labavljenje“ c elijskog zida, 
omoguc avajuc i brzu hipertrofiju gale. 

• Tokom galogeneze se pojavljuju nove izoforme enzima. Detektovane su specific ne izoforme 
peroksidaza (solPOD) koje su prisutne iskljuc ivo u tkivu gale, s to potvrđuje postojanje 
visoko specijalizovanog signalnog puta kojim insekt manipulis e biljkom. 
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• Herbivorija indukuje Cu/ZnSOD izoforme, dok razvic e gale prati drastic an porast 
oksidovanog glutationa (GSSG), koji je u formiranim galama bio 6 puta vec i nego u kontroli. 

• Herbivorija stimulis e sintezu fenola i povec anje koncentracije lignina u stablu, c ime se 
c elijski zid ojac ava kao fizic ka barijera protiv insekta. 

• U ranim fazama razvic a gale, peroksidaze imaju suprotnu ulogu- generis u hidroksilne 
radikale koji „labave“ c elijski zid radi brze hipertrofije. U tkivu razvijene gale zabelez en je 
znac ajno manji sadrz aj ukupnih fenola i flavonoida, jer se resursi preusmeravaju na ishranu 
larvi. 

• Rezultati podrz avaju adaptivne hipoteze o nutrijentima (akumulacija ugljenih hidrata i 
aminokiselina), zas titi (lignifikacija spoljas njih slojeva gale kao barijera) i mikrookruz enju 
(odrz avanje homeostaze gasova i zas tita od isus ivanja unutar gale). 

• Interakcija Linaria vulgaris i Rhinusa pilosa nije static na, vec  zahteva neprekidan protok 
signala između larve i biljke-domac ina. Ako larva ugine, razvic e gale prestaje, s to ukazuje 
na to da insekt mora stalno da suzbija odbrambene odgovore biljke i odrz ava fiziolos ku 
kontrolu. 

 

Slika 47. Metabolizam L. vulgaris pod biotic kim stresom, herbivorija naspram formiranja gale. 
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8. Prilozi 
 

Tabela P1. Sadržaj aminokiselina (pmol g-1
FW) u stablu i galama L. vulgaris. CS- L. vulgaris kontrolne biljke, HS- biljke nakon herbivorije, G4S i G5S- biljke sa 

formiranim galama (7 i 10 dana nakon izvršenih ovipozicija). Predstavljene su srednje vrednosti ± SE (n≥4). Različita slova predstavljaju statistički značajne razlike 
između proseka prema Tukey HSD post hoc testu (p ≤ 0,05). 

 
Aminokiseline CS HS G4S G5S 
Asparaginska kiselina 0,46 ± 0,07 a 0,53 ± 0,03 ab 0,71 ± 0,07 ab 0,78 ± 0,09 b 
Glutaminska kiselina 0,65 ± 0,02 ab 1,21 ± 0,22 b 1,84 ± 0,14 c 0,62 ± 0,03 a 
Asparagin  0,03 ± 0,01 a 3,86 ± 0,81 b 0,17 ± 0,01 a 0,27 ± 0,01 a 
Serin 0,42 ± 0,04 a 1,93 ± 0,13 c 0,91 ± 0,09 b 0,66 ± 0,03 ab 
Glutamin 0,50 ± 0,09 a 11,56 ± 2,12 c 5,78 ± 0,30 b 4,42 ± 0,09 b 
Arginin 0,05 ± 0,02 a 2,25 ± 0,10 c 0,19 ± 0,08 ab 0,43 ± 0,04 b 
Glicin 0,08 ± 0,01 a 4,93 ± 0,57 c 1,73 ± 0,08 b 0,63 ± 0,12 a 
Treonin 0,09 ± 0,01 a 0,55 ± 0,05 c 0,33 ± 0,01 b 0,62 ± 0,03 c 
Alanin 0,04 ± 0,00 a 0,19 ± 0,02 ab 0,29 ± 0,05 b 0,24 ± 0,02 b 
Tirozin 0,06 ± 0,00 a 0,23 ± 0,04 b 0,05 ± 0,01 a 0,10 ± 0,01 a 
Triptofan 0,02 ± 0,00 a 0,14 ± 0,01 c 0,04 ± 0,01 ab 0,06 ± 0,01 b 
Metionin 0,03 ± 0,01 a 0,12 ± 0,02 b 0,07 ± 0,02 ab 0,07 ± 0,00 ab 
Valin 0,14 ± 0,02 a 0,67 ± 0,07 c 0,23 ± 0,02 ab 0,36 ± 0,09 b 
Fenilalanin 0,07 ± 0,01 ab 0,05 ± 0,01 a 0,08 ± 0,02 ab 0,12 ± 0,01 b 
Izoleucin 0,11 ± 0,02 a 0,36 ± 0,04 b 0,19 ± 0,03 ab 0,27 ± 0,04 ab 
Leucin 0,11 ± 0,02 a 0,28 ± 0,04 b 0,18 ± 0,02 ab 0,28 ± 0,02 b 
Lizin 0,02 ± 0,00 a 0,14 ± 0,00 b 0,17 ± 0,02 b 0,08 ± 0,00 ab 
Ornitin 0,03 ± 0,00 a 0,26 ± 0,00 b 0,16 ± 0,02 a 0,01 ± 0,00 a 
Ukupne aminokiseline 2,91 ± 0,28 a 29,25 ± 2,81 c 12,55 ± 0,76 b 12,02 ± 0,53 b 
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Tabela P2. Fenolna jedinjenja nađena u cecidogenu i kontrolnom stablu L. vulgaris u negativnom jonizacionom modu. n.d. (eng, not detected)- nije detektovano u uzorku. 

Broj 
pika 

tR, 
min 

Molekulska 
formula, 
[M–H]– 

Izračunata 
masa, 

[M–H]– 

Tačna 
masa 

[M–H]– 

Δ ppm MS2 fragmenti MS3 fragmenti MS4 fragmenti Identifikacija 

  
1 2,73 C7H5O5– 169,01 169,01345 4,73 125(100) 107(100) n.d. Galna kiselinaa 

2 4,04 C13H15O9– 315,07 315,07066 4,76 153(100), 
152(50), 109(15), 
108(10) 

109(100) 84(100), 81(60) Protokatehuinska kiselina-
O-heksozid 

3 4,04 C13H15O8– 299,07 299,07584 4,68 137(100) 93(10) n.d. Hidroksibenzoeva kiselina-
O-heksozid izomer 1 

4 4,51 C7H5O4– 153,01 153,01866 4,38 109(100), 95(75), 
79(20), 59(10) 

81(100), 68(25), 65(15) ND Protokatehuinska kiselinaa 

5 5,04 C13H15O8– 299,07724 299,07593 4,38 137(100) 93(10) ND Hidroksibenzoeva kiselina-
O-heksozid izomer 2 

6 5,34 C7H5O3– 137,02442 137,02376 4,82 109(10), 93(100) 93(10) ND p-Hidroksibenzoeva 
kiselinaa 

7 5,34 C15H17O8– 325,09289 325,09135 4,74 163(100), 119(10) 119(100) 119(100), 93(80) Kumarinska kiselina-O-
heksozid 

8 5,48 C27H31O15– 595,16684 595,16479 3,44 577(15), 505(25), 
475(85), 385(80), 
355(100) 

311(20), 249(30), 
235(100), 209(45), 
167(25) 

207(100), 
191(80), 167(45), 
151(35), 121(30) 

Naringenin-6,8-di-C-
heksozid 

9 5,54 C8H7O3− 151,04007 151,03932 4,97 121(15), 
107(100), 95(70), 
79(15), 59(25) 

123(10), 95(30), 
79(100), 69(10), 51(20) 

ND p-Hidrofenil-sirćetna 
kiselinaa 

10 5,68 C27H29O15– 593,15119 593,14856 4,43 575(10), 503(30), 
473(100), 
383(20), 353(40) 

455(5), 383(20), 
353(100) 

325(100), 
297(60) 

Apigenin-6,8-di-C-heksozid 

11 5,72 C9H7O4− 179,03498 179,0341 4,92 135(100), 
117(10), 91(20), 
59(15) 

107(100), 59(50) ND Kafeinska kiselinaa 

12 5,73 C8H7O4– 167,03498 167,03419 4,73 153(10), 152(80), 
124(10), 
123(100), 108(20) 

108(100) 79(100) Vanilinska kiselinaa 
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13 5,78 C16H19O9– 355,10346 355,10199 4,14 217(60), 
193(100), 
175(40), 134(10) 

178(20), 149(40), 
134(100) 

134(50), 
106(100) 

Ferulinska kiselina-O-
heksozid 

14 5,85 C9H9O5− 197,04555 197,04459 4,87 182(100), 
153(50), 138(10) 

167(100), 138(10), 
123(5) 

123(100) Siringinska kiselinaa 

15 6,42 C27H29O16– 609,14611 609,14313 4,89 343(5), 301(100), 
300(30), 271(10), 
255(5) 

273(25), 257(20), 
179(100), 151(75) 

151(100) Kvercetin-3-O-rutinozid 
(Rutin)a 

16 6,52 C27H29O15– 593,15119 593,14829 4,89 285(100) 257(30), 241(100), 
217(75), 199(85), 
175(95) 

241(5), 226(15), 
213(30), 
197(100) 

Luteolin-O-rutinozid 

17 6,59 C21H19O10− 431,09837 431,0972 2,71 341(20), 311(100) 283(100) 283(50), 
239(100), 
224(40), 197(50), 
183(60) 

Apigenin-8-C-glukozid 
(Viteksin)a 

18 6,61 C21H19O12– 463,0882 463,08694 2,72 301(100), 300(30) 273(25), 257(20), 
179(100), 151(75) 

151(100) Kvercetin-3-O-galaktozid 
(Hiperozid)a 

19 6,66 C28H31O16– 623,16176 623,15936 3,85 608(5), 477(10), 
315(100), 300(35) 

300(100) 299(70), 
271(100), 
255(60), 216(80), 
151(20) 

Izoramnetin-O-rutinozid 

20 6,68 C9H7O3– 163,04007 163,03932 4,6 119(100) 119(60), 101(20), 
93(25), 91(100), 72(10) 

ND p-kumarinska kiselinaa 

21 6,68 C21H19O11– 447,09329 447,09113 4,83 285(100) 257(30), 241(100), 
217(75), 199(85), 
175(95) 

241(5), 226(15), 
213(30), 
197(100) 

Luteolin-7-O-glukozid 
(Cinarozid)a 

22 6,83 C8H7O3− 151,04007 151,03934 4,83 136(100) 108(25), 92(100) 108(60), 79(60), 
69(100), 51(35) 

Vanilina 

23 6,85 C27H29O15– 593,15119 593,14886 3,93 285(100) 257(100), 241(30), 
229(40), 213(30), 
151(5) 

255(10), 239(30), 
229(100), 
163(40) 

Kampferol-O-rutinozid 

24 6,88 C10H9O4– 193,05063 193,0497 4,82 178(70), 
149(100), 134(50) 

134(100) 106(100) Ferulinska kiselinaa 
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25 7,02 C27H31O14– 579,17193 579,16919 4,73 459(100), 357(5), 
313(25), 271(45), 
235(10) 

441(30), 357(100), 
339(30), 271(55), 
235(85) 

339(100), 
169(20), 151(50), 
125(20) 

Naringenin-7-O-
neohesperidozid (Naringin)a 

26 7,04 C21H19O11– 447,09329 447,09171 3,53 327(20), 285(80), 
284(100), 255(10) 

255(100), 227(10) 227(100), 
211(60) 

Kampferol-3-O-glukozid 
(Astragalin)a 

27 7,13 C28H31O15– 607,16684 607,16492 3,16 299(100), 284(15) 284(100) 284(100), 
256(50) 

Diosmetin-7-O-rutinozid 
(Diosmin) 

28 7,17 C21H19O10− 431,09837 431,0968 3,64 311(5), 269(100) 269(30), 255(100), 
197(45), 183(30), 
151(20) 

210(10), 
197(100), 
181(50), 169(40) 

Apigenin-7-O-glukozid 
(Apigetrin)a 

29 7,35 C22H21O11− 461,10894 461,10783 2,41 446(40), 341(5), 
299(100), 284(30) 

284(100) 283(40), 
256(100), 
239(40), 227(50), 
212(30) 

Hispidulin-O-heksozid 

30 7,56 C30H33O16– 649,17741 649,1745 4,48 607(30), 589(10), 
300(15), 
299(100), 284(40) 

284(100) 284(100), 
256(40) 

Diosmetin-O-acetilrutinozid 

31 7,67 C28H31O15– 607,16684 607,16498 3,06 300(15), 
299(100), 284(5) 

284(100) 283(100), 
256(30), 239(25), 
227(80), 137(50) 

Hispidulin-O-rutinozid 

32 7,66 C21H17O11– 445,07763 445,07611 3,42 269(100), 175(15) 269(10), 225(100), 
201(40), 183(30), 
151(40) 

225(5), 197(50), 
181(100) 

Apigenin-O-glukuronid 

33 7,81 C30H33O16– 649,17741 649,17523 3,36 300(10), 
299(100), 285(5), 
284(40) 

285(5), 284(100) 283(35), 
255(100), 
239(40), 227(45), 
137(10) 

Hispidulin-O-acetilrutinozid 

34 7,93 C22H19O12− 475,0882 475,08636 3,87 371(5), 300(20), 
299(100), 175(15) 

284(100) 284(100), 
256(70) 

Diosmetin-O-glukuronid 

35 8,07 C28H31O14– 591,17193 591,17084 1,84 283(100), 268(15) 268(100) 268(100), 
240(30) 

Acacetin-7-O-rutinozid 
(Linarin) 

36 8,13 C29H33O15– 621,18249 621,18134 1,85 313(100), 
298(15), 283(5) 

298(100) 283(100) Pektolinaringenin-7-O-
rutinozid (Pektolinarin) 

37 8,46 C30H33O16– 649,17741 649,17523 3,36 300(10), 
299(100), 284(15) 

284(100) 283(100), 
256(60), 239(30), 
227(85), 137(50) 

Hispidulin-O-acetilrutinozid 
izomer 



Prilozi 

 

150 
 

38 8,52 C15H9O6− 285,04046 285,03917 4,53 257(40), 
241(100), 
217(50), 199(70), 
175(70) 

255(50), 227(100), 
211(75), 197(35), 
183(85) 

ND Luteolina 

39 8,55 C31H35O16– 663,19306 663,19208 1,48 313(100), 
298(20), 283(10) 

298(100) 283(100) Pektolinarigenin 7-O-(4'''-
acetilrutinozid) (Linariin) 

40 8,57 C15H9O7− 301,03537 301,03391 4,85 283(15), 271(60), 
257(25), 
179(100), 151(80) 

151(100) 107(100), 83(10) Kvercetina 

41 9 C31H35O16– 663,19306 663,19128 2,68 313(100), 
298(30), 283(25) 

298(100) 283(100) Linariin izomer 

42 9,14 C10H9O3– 177,05572 177,05505 3,78 177(10), 162(40), 
145(100), 118(50) 

177(100) ND p-kumarinska kiselina metil 
estar 

43 9,23 C32H31O18– 703,15159 703,15033 1,79 387(100) 369(70), 327(100), 
315(10), 285(15), 
267(10) 

267(100), 
207(10), 139(15), 
121(10) 

Nepoznato jedinjenje 

44 9,31 C15H11O5− 271,0612 271,05994 4,65 177(10), 151(100) 107(100) 65(100) Naringenina 

45 9,35 C15H9O5− 269,04554 269,04421 4,94 225(5), 177(15), 
151(100) 

65(100) ND Apigenina 

46 9,5 C15H9O6− 285,04046 285,03922 4,35 255(100), 227(10) 211(100), 195(5), 
167(15) 

ND Kampferola 

47 9,5 C16H11O6– 299,05611 299,05487 4,15 285(20), 284(100) 283(100), 256(30), 
239(25), 227(80), 
137(50) 

199(100), 
183(30) 

Hispidulin 

48 9,6 C16H11O6– 299,05611 299,05463 4,95 285(15), 284(100) 284(10), 256(100) 227(100), 
211(30), 188(60), 
135(30) 

Diosmetin 

49 11,75 C17H13O6– 313,07176 313,07056 3,83 298(100) 283(100) 255(100), 239(5), 
227(10), 211(5), 
163(10) 

Pektolinaringenin 

 
a Potvrđeno koris c enjem standarda; ostala jedinjenja su identifikovana na osnovu MS/MS podataka. 
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