Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas

Cheminés technologijos fakultetas

S. aromaticum ekstrakto poveikis braskiy antioksidacinei
sistemai ir galimybés kontroliuoti pilkaji puvini

Baigiamasis magistro projektas

Greta Laurinaityté

Projekto autore

Doc. dr. Ilona Jonuskiené

Vadové

M. d. dr. Lina Déné

Konsultanté

Kaunas, 2024



Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas

Cheminés technologijos fakultetas

S. aromaticum ekstrakto poveikis braskiy antioksidacinei
sistemai ir galimybés kontroliuoti pilkaji puvini
Baigiamasis magistro projektas
Pramoniné biotechnologija (6211FX010)

Greta Laurinaityté

Projekto autore

Doc. dr. Ilona Jonuskiené

Vadové

M. d. dr. Lina Déné

Konsultanté

Doc. dr. Neringa Petrasauskiené

Recenzenté

Kaunas, 2024



Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas
Chemings technologijos pavadinimas

Greta Laurinaityté

S. aromaticum ekstrakto poveikis braskiy antioksidacinei
sistemai ir galimybés kontroliuoti pilkaji puvini

Akademinio sgziningumo deklaracija

Patvirtinu, kad:

1. baigiamajj projekta parengiau savarankiskai ir sgZiningai, nepaZeisdama(s) kity asmeny autoriaus
ar kity teisiy, laikydamasi(s) Lietuvos Respublikos autoriy teisiy ir gretutiniy teisiy jstatymo nuostaty,
Kauno technologijos universiteto (toliau — Universitetas) intelektinés nuosavybés valdymo ir
perdavimo nuostaty bei Universiteto akademineés etikos kodekse nustatyty etikos reikalavimy;

2. baigiamajame projekte visi pateikti duomenys ir tyrimy rezultatai yra teisingi ir gauti teisétai, nei
viena §io projekto dalis néra plagijuota nuo jokiy spausdintiniy ar elektroniniy Saltiniy, visos
baigiamojo projekto tekste pateiktos citatos ir nuorodos yra nurodytos literatiiros sarase;

3. jstatymy nenumatyty piniginiy sumy uz baigiamajj projekta ar jo dalis niekam nesu mokejes (-
usi);

4. suprantu, kad iSaiSkéjus nesaZiningumo ar kity asmeny teisiy pazeidimo faktui, man bus taikomos
akademinés nuobaudos pagal Universitete galiojancig tvarka ir biisiu paSalinta(s) i§ Universiteto, o
baigiamasis projektas gali biiti pateiktas Akademinés etikos ir procediiry kontrolieriaus tarnybai
nagrinéjant galimg akademinés etikos pazeidima.

Greta Laurinaityté

Patvirtinta elektroniniu budu



Laurinaityté, Greta. S. aromaticum ekstrakto poveikis braskiy antioksidacinei sistemai ir galimybés
kontroliuoti pilkaji puvinj. Magistro baigiamasis projektas; vadové doc. dr. Ilona Jonuskiené; Kauno
technologijos universitetas, Cheminés technologijos fakultetas; konsultant¢ m. d. dr. Lina Déng,
Lietuvos agrariniy ir miSky moksly centras, Sodininkystés ir darzininkystés institutas.

Studijy kryptis ir sritis (studijy kryp¢iy grupé): Biotechnologijos, Technologijy mokslai.

ReikSminiai Zodziai: antioksidacinis atsakas, augalinis ekstraktas, biokontrolé, braskiy pilkasis
puvinys, Syzygium aromaticum.

Kaunas, 2024. 73 p.
Santrauka

Alternatyvios antigrybinés medziagos yra ypa¢ svarbios kovojant su didel¢ ekonoming reikSme
turinéiomis ligoms, tokiomis kaip bragkiy pilkasis puvinys, sukeliamas B. cinerea. Sis patogenas gali
paveikti daug augaly Seimininky, o dél gausaus fungicidy naudojimo ir iSsivysCiusio patogeny
atsparumo ieSkomi nauji buidai kovoti su pilkuoju puviniu augimo metu ir sandéliuojant derliy.
Turtingas jvairiomis veikliosiomis savybémis pasizyminéiy junginiy, gvazdikmedis (lot. Syzygium
aromaticum) ir i$ jo iSgaunami ekstraktai bei eteriniai aliejai pasizymi antimikrobiniu, antigrybiniu
ir antioksidaciniu aktyvumu. GvazdikmedZio pumpury ekstrakty naudojimas rodo daug Zadancius
rezultatus kontroliuojant grybines augaly ligas, taCiau augaly reakcija j alternatyvia apsauga
naudojant augalinés kilmés produktus iki $iol tiksliai néra zinoma. Biotinis ir abiotinis aplinkos
stresas augaluose sukelia antioksidacinés sistemos poky¢ius, ir nors yra pranesimy apie ekstrakty ir
eteriniy aliejy antigrybinj poveikj ir antioksidacinj aktyvumg atskirai, taciau iki Siol néra atlikta
pakankamai kompleksiniy tyrimy, vertinanciy antigrybinj aktyvumg kartu su poveikiu augaly
antioksidacinei sistemai ir antriniy metabolity sintezei.

Sio darbo metu buvo tiriamas braskiy augaly antioksidacinis atsakas paveikus gvazdikmedZio
ekstraktu kartu su Sio ekstrakto gebéjimu slopinti pilkajj puvinj braskése. Pirmiausia, gvazdikmedzio
pumpury ekstraktas, gautas subkrizinés CO2 ekstrakcijos budu, buvo tiriamas kontroliuojamoje
aplinkoje auginamose braskése, vertinant pilkojo puvinio (lot. Botrytis cinerea) infekcijos slopinima.
Toliau, siekiant istirti augaly reakcija | gvazdikmedzio ekstrakta, ABTS, DPPH ir FRAP metodais
buvo jvertintas antioksidacinis aktyvumas sveiky ir pilkojo puvinio pazeisty braskiy lapuose
skirtingais eksperimento etapais. Taip pat buvo nustatytas fenoliniy junginiy, chlorofilo a, chlorofilo
b ir karotinoidy koncentracijy pokytis. Rezultatai parodé, kad tyrimuose naudotas 0,20 %
koncentracijos gvazdikmedzio ekstraktas pasizyméjo silpnu B. cinerea sukeltos infekcijos slopinimu
braskése, augintose Siltnamyje. Ekstraktu paveiktose sveikose ir pilkojo puvinio pazeistose braskeése,
vertinant skirtingais eksperimento laikotarpiais, nustatytas didéjantis ABTS antioksidacinis
aktyvumas, maz¢jantis DPPH antioksidacinis aktyvumas ir kintantis FRAP antioksidacinis
aktyvumas. Kintanti tendencija fiksuota ir vertinant bendrg fenoliniy junginiy, chlorofily ir
karotinoidy koncentracija. Nustatyta padidéjusi Siy junginiy koncentracija sveikose ir pilkojo puvinio
pazeistose braskése, kuri eksperimento eigoje sumazéjo. Apibendrinant galima teigti, jog nors parodé
nezymy braskiy pilkojo puvinio slopinimg realiomis augimo salygomis, gvazdikmedzio ekstraktas
nedemonstravo neigiamos jtakos braskiy antioksidacinés sistemos veiklai ir antriniy metabolity
koncentracijoms, tad turi auksta potencialg tolesniems antigrybinio poveikio tyrimams ir pritaikymui.
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Summary

Alternative antifungal materials are very important for controlling diseases with high economic
significance, such as strawberry grey mould, caused by Botrytis cinerea. This pathogen can affect a
wide range of plant hosts, and the widespread application of fungicides and the development of
pathogen resistance has led researchers to look for novel alternative methods of controlling grey
mould during plant growth and storage. Clove (Syzygium aromaticum) extracts and essential oils have
antimicrobial, antifungal and antioxidant activity due to high concentrations of secondary
metabolites. Although the application of clove bud extracts appears to be effective in controlling
fungal plant diseases, little is known about how plants react to other plant—based compounds used for
protection. Environmental stress, both biotic and abiotic, induces changes in the antioxidant system
of plants. While there are separate reports on the antifungal properties and antioxidant activity of
essential oils and plant extracts, comprehensive studies that evaluate antifungal activity, impact on
the plant antioxidant system, and the synthesis of secondary metabolites during the growth of plants
are still lacking.

This research investigated how clove extract affected strawberry plants’ antioxidant system along
with the ability of this extract to prevent gray mould in strawberries. Firstly, the ability of subcritical
CO- clove bud extract to inhibit grey mould (Botrytis cinerea) infection in strawberry leaves during
growth in a controlled environment was examined. Secondly, the antioxidant activity in the leaves of
both healthy and gray mould damaged strawberry leaves was evaluated at different stages of the
experiment using ABTS, DPPH and FRAP methods to determine how plants responded to clove bud
extract. It was also determined how the concentrations of phenolic compounds, chlorophyll a, b and
carotenoids changed in the plants. Results revealed that clove extract at a dosage of 0,20 % minimally
inhibited infection caused by B. cinerea in the leaves of strawberry plants cultivated in a greenhouse.
Increasing ABTS antioxidant activity, reducing DPPH antioxidant activity and changing FRAP
antioxidant activity was observed and different experimental periods in strawberries exposed to the
extract, both healthy and gray mould infected. When evaluating concentration of carotenoids,
chlorophylls, and total phenolics, an overall changing tendency was also observed. Throughout the
study, the concentration of these substances decreased from higher values in both healthy and gray
mould damaged strawberries. It can be concluded that, even though clove bud extract minimally
inhibited grey mould during strawberry growth, it did not have negative impact on secondary
metabolite concentrations or the activity of the strawberry antioxidant system, and it has a high
potential for further antifungal research and application.
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Santrumpy ir terminy sarasas
Santrumpos:
ABTS - 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonragstis;
ABTS'"— ABTS radikalo katijonas;
DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;
DPPH" — DPPH radikalas;
DPU — dienos po uzkrétimo;
FC — Folin—Ciocalteu tyrimas/reagentas;
FRAP — gelezj redukuojancios antioksidacinés galios tyrimas;
GV — purkstos gvazdikmedzio 0,20 % koncentracijos ekstraktu ir nekréstos braskes;
GV-BC - purkstos gvazdikmedzio 0,20 % koncentracijos ekstraktu ir B. cinerea uzkréstos braskes;
KONTR — nepurkstos ekstraktu ir nekréstos braskeés;
KONTR-BC — nepurkstos ekstraktu ir B. cinerea uzkréstos braskeés;
LAAMC — Lietuvos agrariniy ir misky moksly centras;
SDI — Sodininkystés ir darzininkystés institutas;
TE — Trolokso ekvivalentas;
TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazinas.
Terminai:

Nekrotrofai — parazitiniai organizmai, naikinantys gyvas Seimininko lgsteles, o véliau mintantys
negyva arba mirStan¢ia medziaga ir gaunantys iS to energija.
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Ivadas

Did¢jant tvariai ir ekologiSkai maisto produkcijos paklausai, Siekiant patenkinti vartotojy poreikius ir
prisitaikyti prie pokyCiy pasauliné¢je maisto rinkoje, auga efektyviy, aplinkg tausojanciy
tkininkavimo metody poreikis [1]. Mazdaug trecdalis per metus pasaulyje pagaminamo zmonéms
vartoti skirto maisto yra prarandama arba i$Svaistoma dél fizinés zalos augalams, netinkamo
tvarkymo, sandéliavimo ir transportavimo, blogy pakuociy, senéjimo ir jvairiy patogeny sukeliamy
ligy [2]. Grybai yra atsakingi uz daugybe augaly ligy, kurios daro zalg ir nuostolius maistiniams
paséliams visame pasaulyje juos auginant ir sandéliuojant, 0 kai kurios patogeniniy gryby gaminamos
ir i§skiriamos medziagos yra toksiSkos [3]. Daugybe¢ mety sintetiniai fungicidai buvo pagrindiné
priemoné kovoje su grybiniais augaly patogenais, taciau didéjant susirGipinimui ir rizikai, kylanciai
dél fungicidy likuCiy aplinkoje ir maisto produktuose, ieSkoma alternatyviy augaly apsaugos
priemoniy [4]. Pastaraisiais metais sparCiai tiriami antigrybiniy medziagy S$altiniai — augaliniai
ekstraktai ir eteriniai aliejai, pasizymintys biologiniu aktyvumu dél juose susikaupusiy cheminiy
junginiy, turin¢iy slopinamgjj poveikj patogenams [5]. Patogeny sukelto streso metu braskiy
augaluose vyksta antioksidacinés ir fotosintezés sistemy poky¢iai. Nepaisant to, nattiraliis junginiai,
esantys augaly ekstraktuose, taip pat daro jtaka augalo gynybiniam atsakui, sukeldami poky¢ius tose
paciose sistemose. Biologiskai aktyvios medziagos gali turéti augima skatinantj poveikj, padidinti
antioksidacinj aktyvuma, atsparumg stresui, biotiniam ir abiotiniam poveikiui. Reaguodami j
padidé¢jusj oksidacinj stresa, augalai padidina kai kuriy mazos molekulinés masés antioksidanty (pvz.,
vitamino C, E, fenolio riigsciy, karotinoidy) ir didelés molekulinés masés antriniy metabolity (pvz.,
tanino), gamyba ir kaupimasi [6]. Fenoliniy junginiy kiekis yra vienas i§ pagrindiniy augaly reakcijos
1 stresg rodikliy ir rodo natiiralig augaly apsauga nuo patogeny. Augaly ekstraktai tiriami ir taikomi
tvarios augaly apsaugos srityje, o Sios alternatyvios antigrybinés medziagos ypac svarbios pagrindiniy
ekonominiu pozidiriu svarbiy patogeny, tokiy kaip Botrytis cinerea (braskiy pilkojo puvinio
sukél¢jas), kontrolei [7]. Vienas i§ aromatiniy vaistiniy augaly, sulaukiantis daug susidoméjimo
augaly ligy kontroléje, yra Syzygium aromaticum, zinomas kaip gvazdikmedis. Augalas priklauso
Myrtaceae Seimai ir dél jame esanciy antriniy metabolity yra pripazintas vertingu antivirusinio,
antibakterinio, antioksidacinio ir antigrybinio poveikio $altiniu [8]. Laboratorinémis salygomis
augaliniy ekstrakty ir eteriniy aliejy antigrybinis poveikis patogenams yra gana placiai tiriamas, taciau
néra daug eksperimenty, kuomet ligoms slopinti jie naudojami realiomis augaly augimo salygomis.
Ne maziau svarbi augaly antioksidacinés sistemos reakcija j patogeno poveikj bei tiriamojo augalo
ekstrakta. Ir nors yra pranesimy apie ekstrakty ir eteriniy aliejy antigrybinj poveik] ir antioksidacinj
aktyvumg atskirai, taciau iki Siol néra atlikta pakankamai kompleksiniy tyrimy, vertinanciy
antigrybinj aktyvuma kartu su poveikiu augaly antioksidacinei sistemai ir antriniy metabolity sintezei.
Kompleksiniai eksperimentai padéty identifikuoti ne tik efektyvias ligai slopinti, bet ir teigiamai
veikiancias augala medZiagas.

Darbo tikslas — istirti pilkojo puvinio slopinimg gvazdikmedzio CO: ekstraktu braskése ir Sio
ekstrakto poveikj antioksidacinei braskiy sistemai bei antriniy metabolity koncentracijai.

Darbo uzdaviniai:

1. istirti gvazdikmedzio ekstrakto gebéjima slopinti pilkajji puvinj (lot. B. cinerea) braskiy
augimo metu;
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jvertinti antioksidacinés braskiy sistemos atsako pokycius j gvazdikmedzio ekstrakta sveikose
ir pilkojo puvinio pazeistose braskése;

nustatyti fenoliniy junginiy koncentracijy pokycius j poveikj gvazdikmedzio ekstraktu
sveikose ir pilkojo puvinio pazeistose braskése;

jvertinti gvazdikmedzio ekstrakto jtaka chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijoms
sveikose ir pilkojo puvinio pazeistose braskése;

nubraizyti gvazdikmedzio CO; ekstrakto gamybos aparatiiring schemg ir pateikti tolimesnes
gvazdikmedzio ekstrakto tyrimy rekomendacijas.
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1. Literatiiros apZvalga
1.1. Augaly patogenai ir juy sukeliamos ligos

Augaly patogenai, arba fitopatogeniniai mikroorganizmai, sukeliantys biotines (infekcines) ligas
augaluose — tai grybai, bakterijos, virusai, viroidai ir pirmuonys. Infekciné liga pasireiskia
fitopatogeno gebéjimu uzkrésti augalg ir plisti i§ paveikto augalo j sveika, sukeliant tg pacig ligg ir
simptomus [9]. Kadangi augaly patogenai paprastai yra daZniau veikiami jvairiy veiksniy, ligy rizikai
ir plitimui didele jtaka daro aplinkos salygos, o pagrindiniai veiksniai yra: temperatiira, Sviesos ir
vandens prieinamumas, dirvozemio derlingumas, v¢jo greitis ir atmosferos ozono, metano ir CO2
koncentracija [10, 11]. Augaly ligos veikiamos klimato kaitos, todél tokie kintamieji, kaip
temperattira ir krituliai, yra stebimi, reguliuojami ir naudojami priimant sprendimus ir jvertinant
augaly ligy rizika [10]. Siekiant i§maitinti sparciai gauséjantj pasaulio gyventojy skai¢iy, labai svarbu
kontroliuoti augaly ligas, teikti kokybiska ir gausy maista, pasarus. Augaly ligoms kontroliuoti arba
gydyti gali buti taikomos jvairios augaly ligy valdymo strategijos [12]. Augaly ligos gali turéti
praziitingy ekonominiy, socialiniy ar ekologiniy pasekmiy pasauliniu mastu. Ne visos ligos yra
vienodos pagal sukeliamg Zalg ir uzkre¢iamy paséliy tipg [11]. [vairios patogeny grupés augalus puola
atskirai, taCiau pasitaiko atvejy, kai keli patogeny kompleksai sukelia sudétingesniy ligy. Augalg
kenkéjai gali uzpulti jvairiais buidais: kolonizuoti augalo audinius, nusésti ant augalo Seimininko
pavirSiaus, uzkrésti konkrecias sritis, tokias kaip lapai, stiebai ar Saknys. Patogenai dazniausiai
sukelia tokias ligas kaip puviniai (jvairiy audiniy, tieck pozeminiy, tiek antzeminiy), rudavimas,
vaisiaus sumazéjimas, kai kuriais atvejais net augalo Seimininko mirtj [13].

Lenteléje (zr. Zemiau) pateikiami keli jprasti grybiniy, bakteriniy ir virusiniy augaly ligy pozymiy ir
simptomy pavyzdZiai:

1.1 lentelé. Augaly grybiniy, bakteriniy ir virusiniy ligy pavyzdziai

Patogenas Liga ir jos poZymiai

Démés  (antraknozé), miltligé,  rudys,
Grybai ankstyvasis ir vélyvasis puvinys, maras,
raudonasis puvinys, fuzariozé [14]

Chlorozé, lapy démés su geltona aureole,

Bakterijos . .
J vaisiaus démés, Vézys/opos, Vainiko puslés [15]

Mozaikinis  lapy rastas, gelsvi lapali,

Virusai . . oy .
susirauksléje lapai, Siurkstis vaisiai [16]

Augaly ligy kontrolé yra daugialypé, tac¢iau daugelis specifiniy ligy valdymo strategijy augintojams
nepasiekiamos. Daugiametis paséliy pobiidis ir unikaliis sodininkystés reikalavimai maksimaliai
produkcijos gamybai vis dar priklauso nuo kultiirinés praktikos ir cheminiy kontrolés priemoniy
kontroliuojant ligas [17].

Patogeniniai augaly grybai sukelia dideliy nuostoliy ir Zalos pas¢liams, sumazina Zemés iikio
produkty kokybe ir derliy visame pasaulyje. Sie nuostoliai kelia grésme pasaulinei maisto gamybai,
o sukelta patogeniné infekcija laukuose ar sandéliuojant po derliaus nuémimo gali turéti jtakos
zmoniy ir gyvuliy sveikatai, ypac jei patogenas gamina toksinus vartojamuose produktuose [18]. Dél
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augaly ligy kasmet prarandama 10—-15 % uZzauginty pasaulio paséliy, o 70-80 % 18 Siy ligy sukelia
patogeniniai grybai [19]. Pastaraisiais metais grybinés paséliy ligos tampa svarbia tvaraus Zemés tikio
plétros klittimi [20]. Per ilga evoliucijos istorija patogeniniai grybai ir augalai sukiiré labai
specializuotus ir sudétingus rySius, dél kuriy atsirado bendros evoliucijos ir abipusés atrankos
sistema. Todél nuolat atsirandant naujoms patogeniniy gryby atmainoms ir variacijoms, keiciasi ir jy
ry$iai su augalais [21]. Grybiniai patogenai iSskiria junginius, kurie susidaro fitopatogenui
kontaktuojant su augalais. Fiziologinés ir biocheminés reakcijos, vykstanéios pavirSiaus molekuliy
kontakto ir signalo perdavimo metu, sukelia toksiSky junginiy metabolizmg grybuose, o jie veikia
kaip patogenai augalams [22]. Iki $iol yra nustatyta daugiau nei 10 000 su augalais susijusiy gryby
rusiy, todél nenuostabu, kad grybinés infekcijos padaro daugiau zalos nei ligos, sukeliamos kity
patogeniniy mikroorganizmy [23]. Yra atlikta daugybé molekulinés augaly patologijos tyrimy ir
specialisty apklausy, kurie leido atrinkti deSimt reik§mingiausiy fitopatogeniniy gryby: Magnaporthe
oryzae, Botrytis cinerea, Puccinia spp., Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum, Blumeria
graminis, Mycosphaerella graminicola, Colletotrichum spp., Ustilago maydis, Melampsora lini,
Phakopsora pachyrhizi, Rhizoctonia solani [24]. Gedimg sukeliantys organizmai (Botrytis cinerea,
jvairios Alternaria, Penicillium, Fusarium, Aspergillus ar Cladosporium genc¢iy rasys) daro
nuostolius daugiau nei 200 augaly riiSiy, o kai kurie 18 Siy patogeny yra susij¢ su aplinkos ir produkty
uzterStumu mikotoksinais, nuodingais gyvinams ir zmonéms. Tarp svarbiausiy gryby genciy,
gaminanc¢iy mikotoksinus, yra Alternaria spp., Aspergillus spp., Fusarium spp. ir Penicillium spp.
[25].

1.1.1. Botrytis genties grybai

Botrytis genties grybai yra vieni i§ placiausiai paplitusiy augaly patogeny planetoje ir uzkreciantys
Ivairias augaly rtiSis beveik visose klimato zonose, kur auga jy Seimininkai — nuo atograzy ir tropiniy
vietoviy iki vidutinio klimato zony Siaurés ir Piety Zemés rutulio regionuose, jskaitant vietoves,
kuriose augalai auginami itin Saltu oru, pvz., arktingje tundroje, arba kur tikininkaujama dykumoje
[26, 27]. Botrytis spp. sukelia augaly ligas ir didelius derliaus nuostolius ir laukuose, ir Siltnamiuose
auginamiems paséliams, taip pat yra svarbiis patogenai ir po derliaus nuémimo [27]. Platy Seimininky
spektra turintys patogenai, pvz., B. cinerea ir B. pseudocinerea, gali uzkrésti daug skirtingy kultiry
ir ekonominiu poziliriu paveikia jvairius augalus, pavyzdziui, pomidorus, svoginus, Cesnakus,
vynuoges, pipirus, obuolius, kriauSes, avietes, braskes, skintas géles ir kt. [27, 28]. Kiti Botrytis spp.
grybai turi siaurg Seimininky diapazong. Specifiniai patogenai daZznai pavadinami savo Seimininko
vardu, pavyzdziui, B. tulipae yra viena i§ daugelio rasiy, kuri puola konkrety augalg, Siuo atveju tik
Tulipa spp., B. narcissicola yra Narcissus genties patogenas [26]. Kai kuriais atvejais kelios Botrytis
rasys gali turéti tg patj Seimininka, pvz., B. squamosa, B. allii ir B. aclada kelia didele ekonoming
grésme komercinei svoginy gamybai. Taip pat svarbu tai, kad B. squamosa yra budinga ir
patogeniska svogiinams, ¢esnakams ir porams (lot. Allium spp.), o0 jai giminingos seserinés risys —
tik lelijoms (lot. B. elliptica) ir vienadienéms lelijoms (lot. B. deweyae) [29, 30]. Botrytis gentis
susideda i§ ~35 nekrotrofiniy! riisiy, turinéiy jtakos ir uzkre¢ianéiy daugiau nei 1400 skirtingy augaly
rusiy, apimanciy beveik 600 genciy, taciau Sie skaiciai nuolat did¢ja ir tai tik jrodo, kaip greitai
keiciasi Botrytis gentis [26, 27, 32]. Botrytis spp. pasizymi kultiirine morfologija, virulentiSkumu ir
Seimininky diapazonu bei specifiSkumu. Visus pilkojo puvinio grybus vienija jy nekrotrofinis
gyvenimo budas, sukeliantis lgsteliy mirtj, siekiant gauti maistiniy medziagy ir véliau kolonizuojant

! Nekrotrofai — parazitiniai organizmai, naikinantys gyvas Seimininko lgsteles, o véliau mintantys negyva arba mirStancia
medziaga ir gaunantys i$ to energija [31].
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negyvus augaly audinius [30, 33]. Pilkajj puvinj sukeliantys Botrytis genties grybai yra eukariotai,
priklausantys gryby (lot. Fungi) karalystei. Morfologiskai jiems buidinga smulki, balta arba pilkai
balta grybiena, atsirandanti ant uzkréstos, nekrozuojancios ar supuvusios augalo Seimininko vietos
[34]. Kai uzkréstas plotas ant augalo didéja, pazeidimai tampa tamsesni, o krastai licka blySkds.
Pilkos spory masés (kuriose yra konidijako¢iy su konidijomis) atsiranda pazengusios kolonizacijos
metu, kai kurie izoliatai gamina labai melanizuotus sklerocius, kad ilgiau iSlikty. Tinkamomis
aplinkos salygomis sklerociai gali sudygti, kad susidaryty apotecijos arba grybiena, 1§ kuriy susidaro
konidijakociai, turintys konidijy, kurios yra pagrindinis uzkrato Saltinis. Nors §is mikroskopinis
grybas gali daugintis lytiSkai, gamtoje apoteciai randami retai [29]. Botrytis spp. grybai yra aktyvis
jvairiuose temperatiry diapazonuose, bet sparc¢iausiai sporos dygsta ir uzkrecia Seimininkg esant 20—
25 °C temperatirai ir didelei drégmei. Botrytis genties grybai gali biiti aktyvis ir santykinai zemoje
temperatiiroje, pavyzdziui, sandéliuojant pasélius 0—10 °C temperatiiroje Botrytis auga ir sparciai
plinta [35, 36].

1.1.1.1. Botrytis cinerea

Botrytis spp. — viena seniausiy ir geriausiai iStirty gryby genciy, o i§ daugiau nei 35 Botrytis rasiy,
Botrytis cinerea yra labiausiai zinomas ir dél savo Zalingumo Yyra priskirtas kaip antras pagal svarba
augaly patogenas pasaulyje. B. cinerea — placiai paplitgs nekrotrofinis augaly patogenas, sukeliantis
pilkaji puvinj [37]. Neturi $eimininko specifiskumo, gali atakuoti daugybe augaly rusiy ir beveik visas
ju dalis: stiebus, lapus, vaisius, ziedus, séklas ir kt. [38]. B. cinerea paveikia ekonomiskai svarbias
kultiiras: darzoves (pvz., agurkai, pomidorai, salotos), svogtininius augalus (pvz., svoginai, ¢esnakai,
ZenSenis), vaisius (pvz., arblizai, vynuogés, kiviai), uogas (pvz., braskes, avietés, mélynés,
spanguolés) ir kt. Sukelta infekcija gali siekti 10-70 % nuostoliy pries$ ir po derliaus nuémimo [38,
39, 40, 41]. Dél savo nekrotrofinio veikimo mechanizmo B. cinerea linkes atakuoti ir uzkrésti
pazeistus arba senstancius augaly audinius, sukeldamas jy nykimg ar ziitj [42]. B. cinerea infekcijos
augaluose procesas paprastai aprasomas pagrindiniais etapais:

1) jsiskverbimas j Seimininko pavirsiy;

2) Seimininko audiniy naikinimas — pirminio pazeidimo susidarymas;
3) pazeidimy plitimas — audiniy maceracija (brinkimas);

4) sporuliacija.

Grybas augaluose sukelia labai platy simptomy spektra, bet tipiskiausi yra greitai suminkstéje
audiniai, atsiradusios pilkos konidijy masés, susitrauke ir Zuve audiniai [43, 44].

Braskés (lot. Fragaria x ananassa) yra vienos daugiausiai vartojamy uogy pasaulyje, pasizymin¢ios
unikaliu skoniu ir didele fitocheminiy medziagy koncentracija. Dél braskiy uogy fiziniy savybiy jos
yra labai jautrios saugojimui po derliaus nuémimo, o tais atvejais, kai pagrindinis ligas sukeliantis
patogenas yra B. cinerea, jos labai lengvai pazeidziamos [45]. IS grybiniy patogeny B. cinerea
laikomas pagrindiniu pasaulyje skinamy braSkiy kenkeju, dél kurio braSkiy pramonés patiriami
nuostoliai yra labai dideli. Drégnomis salygomis B. cinerea gali paveikti daugiau nei 80 % braskiy
ziedy ir vaisiy, ypac jei nenaudojamos jokios fungicidinés priemonés. Pilkasis puvinys braskése gali
atsirasti dél B. cinerea uzsikrétusiy atviry ziedy — pirminés infekcijos, arba patogenui prasiskverbus
j vaisiaus audinius — antrinés infekcijos. Pirminés infekcijos metu B. cinerea uzkreéia Ziedinius
organus zyd¢jimo metu arba i§ karto po jo, hifams jaugant j audinius. Pirminio inokuliato Saltiniai
svyruoja nuo ziemojanciy sklerociy iki konidijy ar grybienos i§ uzkrésty kaimyniniy augaly. Antrinés

15



infekcijos metu grybas pereina j nekrotrofing faze be ramybés busenos, o konidijy Saltiniai taip pat
gali buti jvairts — nuo senstanciy lapy iki uzkrésty vaisiy (zr. 1.1 pav.) [42]. Taigi, B. cinerea atakuoja
tiek antZemines, tiek pozemines braskiy dalis ir uzkrecia jvairius jy audinius, jskaitant Saknis, stiebus,
lapus, uogas, séklas ir ziedus [38].

Grybiena ant
senstanciy lapy

<

N

Lapy infekcija

Sklerotis su Konidit k
konidijako¢iais ol ua tls Pirminé zZiedy
infekcija

Antriné vaisiaus
infekcija

Konidija

~_—‘

Ramlos
blisenos
infekcija

Sklerotls

Grybiena ant
braskés uogos

1.1 pav. B. cinerea ligos ciklas braskése [42]

B. cinerea gamina daugybe lgsteliy Zitj sukelianciy baltymy, lgsteliy sienele ardanciy fermenty,
ragsciy ir augaly hormony analogy, sutrikdanciy Seimininko metabolizma, imuning sistemg ir 1gsteliy
struktiirg [44, 46]. Kadangi Sis grybas yra ir patogeninis, ir saprotrofinis, i§ pradziy uzkreciamos
silpnos arba negyvos augalo dalys, o véliau liga plinta j sveika augalo dalj. B. cinerea gamina
budingus grybinius metabolitus, kuriy pagrindg sudaro botriano skeletas — daugiausia botridialg ir
dihidrobotridialg. Botridialas yra ypa¢ kenksmingas fitotoksinas, sintetinamas augaly infekcijos
metu, ir sukeliantis augaly chloroze bei lgsteliy zutj [46].

1.2. Sodo ir darZo augaly ligy kontrolé

Fitopatogeniniai mikroorganizmai ir augaly kenkéjai yra natiirallis augalg supancios aplinkos
gyventojai [47], taciau jy sukeliamos ligos daro jtaka derliaus praradimui, kuris tiesiogiai veikia
nacionalines ir pasaulines maisto gamybos sistemas, todé¢l taip pat sukelia ir dideliy ekonominiy
nuostoliy. Formuojantis augaly ligoms, jtakos turi trys pagrindiniai veiksniai: augalas Seimininkas,
palanki aplinka ir patogenas. Dazniausiai liga paveikia augalg i$ apacios j virSy, o uzsikrétus vienam
augalui — liga pasklinda visame pasélyje [48]. Augaly ligos yra jvairiy tipy ir pazeidzia skirtingus
augaly organus. Lapy ligos pasizymi rySkiausiais pozymiais, kuriuos galima nustatyti vizualiai
apziuréjus augalg [49]. Patogeny sukeliamos ligos augaluose kontroliuojamos taikant ekologinio arba
tradicinio tkininkavimo sistemas. Ekologinis ligy valdymas apima jvairias jy kontrolés praktikas,
kurios palaiko gera ekosistemy ir aplinkos biiklg, uztikrina agroekosistemos stabilumg didinant
biologing jvairove. Ekologinio tikininkavimo Salininkai dazniausiai taiko kultiirinius augaly apsaugos
metodus, tokius kaip sanitariné paséliy priezitira, s€¢jomainos, organinio dirvozemio keitimas, veisliy
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atranka, polikultiry auginimas ar mazesnis zemés dirbimas. PrieSingai tradicinei augalininkystei — jali
budingas sintetiniy pesticidy ir traSy naudojimas [50, 51].

1.2.1. Cheminé augaly ligy kontrolé

Cheminé kenkéjy kontrolé — tai ligy ir patogeny kontrolé naudojant cheminius pesticidus. Pesticidas
— tai bet kokia medziaga arba medziagy miSinys, naudojamas siekiant uZzkirsti kelig kenkéjams,
jskaitant vabzdzius, grybus, nepageidaujamas augaly riisis ar grauzikus, juos kontroliuoti ir naikinti.
[52]. Medziagy, vadinamy pesticidais, grupei priklauso fungicidai, insekticidai, herbicidai,
rodenticidai, nematocidai, moliuskocidai ir kt. Visuotinai pripazjstama, kad pesticidai atlieka svarby
vaidmenj plétojant zemés ki, nes jie gali sumazinti zemés tikio produkty nuostolius ir pagerinti
derliaus bei maisto kokybe [53]. 2018 metais Europos Sgjungoje pesticidy pardavimai sieké 370 mln.
kilogramy, o daugiausia parduodami buvo fungicidai (46 %), toliau buvo herbicidai (35 %) ir
insekticidai (11 %) [54]. Prognozuojama, kad per ateinancius kelerius metus pesticidy suvartojimas
dar padidés — nuo mazdaug 4,3 mlin. tony 2023 metais iki apytiksliai 4,41 mln. tony 2027 metais [55].
Taciau pastaruoju laikotarpiu pesticidai tapo ir svarbia vyraujancia zemés ikio sistemy problema.
Nors gali padidinti ir padéti iSsaugoti paséliy derliy, pesticidai daro didelj neigiama poveikj aplinkai.
Per didelis pesticidy naudojimas naikina biologing jvairove, kelia grésme aplinkos tvarumui ir
stabilumui, zmoniy ir gyviiny sveikatai [56].

Fungicidai yra pesticidy klasé, skirta grybiniams ligy sukéléjams slopinti. Paprastai fungicidai
skirstomi j sisteminius ir kontaktinius:

e Sisteminiai fungicidai purskiami ant virSutiniy augalo pavir$iy, prasiskverbia j vidinius jo
audinius, toksiskai veikdami grybinj patogeng. Sisteminiy fungicidy pavyzdziai: benomilas,
kripokonazolas, imazalilis.

o Kontaktiniai fungicidai po panaudojimo neprasiskverbia j vidinius audinius ir lieka ant augalo
pavirSiaus. Paprastai tokio tipo fungicidai naudojami lapy ligoms kontroliuoti. Kontaktiniy
fungicidy pavyzdziai: Mancozeb, tiramas [57].

Nuolat naudojami to pacio veikimo biuido fungicidai skatina atsparumo jiems iSsivystyma
patogenuose, kuris kelia rimtg grésme veiksmingai augaly apsaugai [58]. Dél tos priezasties taip pat
reikia ieSkoti efektyvesniy ir mazesniais kiekiais purSkiamy pesticidy naudojimo biidy. Norint
nustatyti etapus, kada augalus reikia purksti fungicidais, svarbu atsizvelgti | epidemiologing patogeno
dél jy poveikio aplinkai, netiksliniams organizmams ir Zmoniy sveikatai. Siekiant iSvengti neigiamy
ekologiniy pasekmiy, biitina kurti naujus metodus ir produktus, kurie valdyty esamus ir
atsirandancius patogenus, tac¢iau biity nekenksmingi Zzmoniy sveikatai ir aplinkai [60].

1.2.2. Biologiné augaly ligy kontrolé

Biologiné augaly apsauga — tai kenkéjy ir ligy kontrolé paselivose jvedant natiiralius kenksmingy
organizmy priesus, biologinius augaly apsaugos produktus ir natiiralios kilmeés augaly apsaugos
produktus [61]. Biokontrolés mechanizmus galima suskirstyti j dvi pagrindines kategorijas: tuos,
kurie tiesiogiai slopina patogenus arba jy virulentiSkumo veiksnius, ir tuos, kurie pagerina augalo
Seimininko atsparuma [62]. Biopesticidai — augaly, mikroorganizmy ir vabzdziy dariniai, tai nattraltis
produktai, keliantys nedidele grésme aplinkai ir zmoniy sveikatai [63, 64]. Biopesticidai yra galimos
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sintetiniy pesticidy alternatyvos, o jy Saltiniai yra lengvai prieinami, patys produktai biologiskai
skaidomi, pasizymi jvairiais veikimo budais ir specifiSkumu, yra mazai toksiski Zmonéms ir
netiksliniams organizmams [63]. Biopesticidai, turintys patogeninj potencialg prie§ kenkéjus, pagal
veikimo mechanizmg ir i$skirtg organizma gali biiti skirstomi :

e mikrobinius biopesticidus (pvz., bakterijy, bakteriofagy, gryby, virusy, nematody
gaminamos pesticidinés medziagos);

e augaluose esancias apsaugos priemones (pvz., augaluose gaminamos ir esancios pesticidinés
medziagos ar genetiné medziaga);

e Dbotaninius/biocheminius biopesticidus (pvz., feromonai, augaly ekstraktai) [65].

Kaip alternatyva cheminiams fungicidams svarbig reikSme jgijo ir vis dar didelio démesio sulaukia
naudingi mikroorganizmai — biologinés kontrolés agentai (angl. biological control agents — BCAS).
Ivairios nematody, pirmuoniy, bakterijy ir gryby padermés rodo antagonistinj aktyvuma ir gali biiti
naudojamos jvairiy augaly ligy, vabzdziy ir kity kenkéjy kontrolei. Antibiotikai, bakteriocinai,
hidroliziniai fermentai ir Kiti antriniai metabolitai, kuriuos gamina Sie mikroorganizmai, slopina
bakterinius ir grybinius patogenus [66]. Antagonistiniai grybai, tokie kaip Trichoderma spp., taip pat
bakterijos 1§ Pseudomonas, Bacillus ir Streptomyces genciy, sudaro daugumg rizosferos
mikroorganizmy, dazniausiai naudojamy grybiniy ligy biokontroléje [67]. Nepaisant intensyviy
tyrimy, eksperimenty ir lauko bandymy, BCA naudojimas yra ribotas dél tam tikry ekologiniy
parametry, pvz., klimato salygy, augaly fiziologinés ir genetinés biiklés. D¢l tos priezasties biologiniy
kontrolés agenty naudojimas labiau apsiriboja Siltnamio paséliy auginimu, kur aplinkos salygos yra
labiau kontroliuojamos. Laukuose auginamy kulttiry patikimesné ligy kontrolé gali buiti pagrijsta BCA
ir fungicidy deriniais [68].

Botaniniai biopesticidai yra natiiraliai augaluose atsirandantys junginiai, skirti kenkéjams
kontroliuoti, naudojant netoksiSkus mechanizmus. Augaluose sintetinama daug junginiy, kurie gali
padéti kovoti su patogeniniais mikroorganizmais ir infekcijos, ir atakos metu. Sie junginiai apima
Jvairius antrinius metabolitus: steroidus, alkaloidus, fenilpropanoidus, fenolius, terpenoidus,
azotinius junginius ir kt. [69]. Augalai yra pagrindiniai biologiSkai aktyviy junginiy sintezés Saltiniai
ir alternatyva Siuo metu naudojamoms sintetinéms kenkéjy kontrolés priemonéms. Gaminami
antriniai metabolitai pasizymi antibakterinémis ir antigrybinémis savybémis ir gali biiti naudojami
tiek augimo metu, tieck po derliaus nuémimo [70]. Botaniniai pesticidai yra gaunami i§ augaly,
priklausanciy skirtingoms Seimoms, ir yra naudojami kaip augaly ekstraktai, eteriniai aliejai arba abu.
Augaly dalys, naudojamos botaniniams pesticidams gaminti, yra Zievés, lapai, Saknys, gélés, vaisiai,
séklos, pumpurai, $akniastiebiai ir stiebai. Seimos, kuriose yra augaly, turinéiy bioaktyviy junginiy ir
veikian¢iy prie$ kenkéjus, yra Myrtaceae, Lamiaceae, Piperaceae, Lauraceae, Asteraceae, Rutaceae,
Apiaceae, Sapotaceae, Cupressaceae, Liliaceae, Poaceae, Apocynaceae, Zingiberaceae,
Caesalpinaceae, Solanaceae [71]. Augaly ekstrakty antigrybinio aktyvumo veiksmingumas yra
susijes su ekstrakcijos procesu, ypac su sgveika tarp tirpiklio ir zaliavos bei jy santykiu, daleliy
dydziu, temperatiira, iSgavimo laiku [72].

1.2.3. Alternatyvios augaly apsaugos priemonés

Kontroliuojant augaly ligas, ypaC patogeniniy gryby, kaip alternatyva sintetiniams pesticidams gali
biti anks¢iau minéti bioaktyvis junginiai, gauti i§ dumbliy/augaly ekstrakty, eteriniy aliejy ar kity
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medziagy. Augaliniy ekstrakty panaudojimas ir jy savybés augaly ligy kontroléje kaip alternatyva
cheminiams pesticidams placiau aptarti 1.2.2, 1.4.1 ir 1.4.2 skyriuose. Kita svarbi tvaraus kenkéjy
valdymo dalis yra nattraliis priesai, pvz., Sakny grybiniai endofitai ar kiti mikroorganizmai.
Pagrindinis ir sunkiausias uzdavinys augaly apsaugos srityje yra alternatyviy pesticidinio aktyvumo
junginiy Saltiniy paieska ir jy sudéties tobulinimas [73]. Dél patogeny prisitaikymo prie aplinkos ir
jgyjamo atsparumo, svarbu ieSkoti vis naujesniy jy kontrolés biidy. Patogeniniy gryby struktiiry
morfologiniai pakitimai buvo pastebéti veikiant juos ne tik ekstraktais, eteriniais aliejais ir jy
aktyviais komponentais, bet ir specifiniu §viesos spektru, drusky tirpalais ar nanodalelémis, pritaikant
naujausias technologijas [74].

Kalio bikarbonatas, kalcio chelatas ir natro silikatas, pripazinti saugiais (angl. generally recognized
as safe — GRAS) junginiais, naudojant prie$ augaly patogeninius grybus [75]. Youssef‘as, K. ir
Roberto‘as, S. R. atliko tyrimus su aStuoniomis druskomis: natrio silikatu, natrio sulfatu, natrio
karbonatu, natrio bikarbonatu, gelezies chelatu, gelezies sulfatu, amonio bikarbonatu ir amonio
oksalatu. In vitro eksperimenty metu natrio silikatas, natrio karbonatas, natrio bikarbonatas, gelezies
sulfatas ir amonio bikarbonatas visiskai slopino patogeno B. cinerea augima, esant 0,25 % drusky
koncentracijai [76]. Taip pat tirtas EDTA (etilendiamintetraacto rigstis) antigrybinis poveikis B.
cinerea. Eksperimenty metu uzfiksuotas slopinamasis poveikis spory dygimui ir grybienos augimui,
sukeliantis grybo zatj. In vivo antigrybinio vertinimo metu pupeliy lapy ir pomidory vaisiy veikimas
EDTA rodé¢ reikiminga slopinamajj poveikj B. cinerea infekcijai. Sie rezultatai svarbiis, nes EDTA
sukelia daugialypj poveikj grybams, todél gali biiti potencialus fungicidinis agentas ir perspektyvi B.
cinerea kontrolés priemoné, padedanti sumazinti jprasty cheminiy fungicidy naudojima [77].

Nanotechnologijos padar¢ didele pazangg farmacijoje ir medicinoje, taCiau sulaukia maziau
susidoméjimo zemés tikyje. Mokslininkai palaipsniui kuria nanodaleles su norimomis savybémis —
pory dydziu, forma, pavirSiaus savybémis, kurias véliau galima naudoti kaip apsaugines medZiagas
arba jkapsuliuoti tam tikrus junginius, pavyzdziui, pesticidus ar biopesticidus. Tobuléjant Zemés tikio
nanotechnologijoms, didéja naujos kartos pesticidy ir kity augaly ligy valdymo veikliyjy medziagy
galimybés [78]. Nanotechnologijos gali padéti susvelninti ar panaikinti trikumus, susijusius su
klasikinémis pesticidy formavimo ir taikymo technologijomis. Nanopesticidai Kklasifikuojami ir
aprasomi atsizvelgiant | nanoneSiklio cheming sudétj, pvz., organiniy polimery pagrindu pagaminti
preparatai, lipidy pagrindu pagaminti preparatai, nanodydZio metalai ir metaly oksidai, molio
pagrindu pagamintos nanomedziagos, sluoksniuotieji dvigubi hidroksidai, silicio dioksido
nanodalelés. Priklausomai nuo konkretaus gamybos metodo, nanodalelés, priskiriamos bet kuriai 18
auksciau paminéty klasiy, gali turéti jvairias struktiiras ir morfologijas su skirtingomis savybémis,
pavyzdziui, nanokapsulés, nanosferos, micelés, nanogeliai, nanopluostai, nanoliposomos, kietosios
lipidy nanodalelés ir pan. [79]. Fungicidinis poveikis buvo uzfiksuotas veikiant B. cinerea chitozano-
timolio nanodalelémis (NCS-Thy) [80], cinko oksido nanodalelémis su jkapsuliuotais eteriniais
aliejais ir aktyviais junginiais (ZnO NPs) [81], vario oksido nanodalelémis (NCuO) kombinacijoje su
fungicidais [82].

Sviesos diodai (LED) su specifiniu §viesos spektru vis dazniau naudojami kaip augaly apsvietimo
Saltinis Siltnamiuose. Pasirinktas Sviesos spektras taip pat gali turéti jtakos patogeny augimui ir
poveikiui. Meng‘o, L. ir kt. atlikty tyrimy metu buvo uzfiksuotas skirtingas B. cinerea izoliaty
fenotipinis atsakas | jvairios §viesos spektrus. Raudona Sviesa Zymiai pagerino lapy bazinj atsparuma
visiems tirtiems B. cinerea izoliatams, o pirminis apdorojimas mélyna Sviesa padidino lapy jautruma
kai kuriems i§ jy [83]. Taip pat tirtas raudonos, zalios, mélynos ir baltos LED $viesos poveikis
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nuskintoms braskés, kontroliuojant B. cinerea patogeng. Eksperimenty metu nustatyta, kad braskiy
paveikimas LED Sviesa prie§ derliaus nuémimg pagerino vaisiy kokybe, raudona Sviesa skatino
didZiausig antocianiny kiekj uogose ir stabdé B. cinerea susidarymg [84]. Nuo ultravioletiniy iki
tolimy raudony bangy ilgiy Sviesa sukelia specifines fitopatogeniniy gryby reakcijas j augima,
dauginimasi ir antrinj metabolizma. Sviesos taikymo metodai, reguliuojantys antrinj metabolizma,
vis dar tyrinéjami, norint $ias zinias pritaikyti zemés tikiui, medicinai ir pramonei [85].

1.3. Antriniai augaly metabolitai ir biologiskai aktyvios medZziagos

Augalai sintetina daugybe organiniy junginiy, kuriy daugelis dalyvauja tokiuose gyvybiniuose
procesuose kaip augimas, kvépavimas, lasteliy dalijimasis, dauginimasis ir fotosintezé. Siuose
procesuose dalyvaujancios biomolekulés vadinamos pirminiais metabolitais. Tuo tarpu antriniai
metabolitai — junginiai, kurie néra bitini organizmo augimui ir dauginimuisi, tac¢iau atlieka kitas
svarbias funkcijas ir suteikia unikaliy savybiy augalui. D¢l jvairiy struktiriniy ir cheminiy antriniy
metabolity savybiy jie yra tinkami substratai biokurui, biomedZiagoms ir farmacijos pramonei [86].
Kalbant apie antriniy metabolity naudojimo ir taikymo budus, jie gali atlikti daugybe apsauginiy
funkcijy nuo jvairiy patogeniniy mikroorganizmy. Natiraliis augaliniai produktai turi naudos
zemdirbystés, sodininkystés ir panaSiose srityse dél antivirusinio, antibakterinio, antigrybinio,
antioksidacinio poveikio. Antriniai metabolitai yra tiesiogiai susij¢ su augaly apsauga, sisteminiu
atsparumu ir kitomis ekologinémis funkcijomis. Jvairios augaly Seimos sintetina bioaktyvius antrinius
metabolitus, jskaitant flavonoidus, lignanus, karotinoidus, terpenoidus ir vitaminus, kuriems biidingas
stiprus antioksidacinis aktyvumas. Nattraliis antioksidantai i§ augaliniy medziagy daugiausiai yra
polifenoliai (fenolinés rugstys, flavonoidai, antocianinai, lignanai, katechinai), karotinoidai
(ksantofilai, karotinai, likopenas) ir vitaminai (vitaminai C, E). Taciau augaly antriniai metabolitai
pagal jy cheming struktiirg yra suskirstyti j Sias pagrindines klases: terpenoidus, fenolinius junginius
ir azoto turinéius junginius [87].

Terpenai, dar vadinami terpenoidais arba izoprenoidais, sudaro didelg $eimg nattiraliy produkty, kuriy
strukttira, funkcijos ir savybés yra labai jvairios [88]. Terpenai Klasifikuojami j skirtingas grupes
pagal jy struktiiroje esanciy izopreno vienety skai¢iy: hemiterpenoidai (Cs), monoterpenoidai (Cio),
seskviterpenoidai (Cis), diterpenoidai (C2o), sesterterpenoidai (Cas), triterpenoidai  (Caso),
tetraterpenoidai (Cao), politerpenoidai (C>40), kai kurie gali bati cikliniai ir acikliniai [88, 89].
Terpenoidai yra labai jvairi natiiraliy junginiy grupé, kurig galima rasti daugelyje augaly.
Monoterpenoidai yra pagrindiniai eteriniy aliejy komponentai ir yra Zinomi dél savo aromatiniy
savybiy. Pagrindiniai terpenoidai yra Sie: limonenas, geraniolis, farnesolis, artemisininas, taksolis,
ginkgolidas, leukosceptrinas, nitiolis, skvalenas, stigmasterolis, B-karotinas, likopenas, natiirali guma
[90]. Karotinoidai — geltonos, oranzinés ir raudonos spalvos tetraterpenoidiniai pigmentai, sintetinami
visy taksony rasiy, iSskyrus gyvinus, kartu su chlorofilais jie yra biitini pigmentai fotosintezés
reakcijose. Tokie karotinoidai, kaip [-karotinas, liuteinas, P-Kriptoksantinas, neoksantinas,
zeaksantinas yra svarbios augaly apsaugos priemonés nuo fotooksidacinés Zzalos, sulaikancios
molekulinius deguonies ir peroksido radikalus [88]. Taigi, karotinoidai augaluose daugiausia
atsakingi uz pigmentines savybes ir geb¢jimg pasalinti susidariusius pavienius molekulinius
deguonies ir peroksido radikalus, todél veikia ir kaip antioksidantai [91]. Tyrimai parodé, kad
terpenoidai gali sunaikinti daugybe kenksmingy grybiniy ir bakteriniy patogeny, tokiy kaip Candida
albicans, Staphylococcus aureus ir Pseudomonas aeruginosa, jskaitant ir atsparias padermes. Tarp
bioaktyviy terpenoidy, turinCiy antigrybinj poveikj, karvakrolis, timolis ir eugenolis sulaukia
didZiausio moksliniy tyrimy démesio (zr. 1.2 pav.) [92].
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1.2 pav. Karvakrolio (a), timolio (b) ir eugenolio (c) cheminé struktiira [92]

Fenoliniai junginiai yra viena i§ svarbiausiy augaly antriniy metabolity grupiy. Bendra §iy augaluose
paplitusiy junginiy savybé yra vienos ar keliy fenolio grupiy buvimas, prisidedanciy prie specifinio
skonio, spalvos ir aromato. Fenoliniai junginiai pagal jy struktiirg gali buti skirstomi j tris pagrindines
grupes: paprastus fenolius, taninus ir flavonoidus. Flavonoidai yra didZiausia natiiraliai susidaranciy
fenoliy grupe, kuri skirstoma | jvairias klases: flavonolius, flavonus, flavanonus, antocianidinus,
izoflavonus [87]. Geriausiai zinomi fenoliniai junginiai yra fenolio monoterpenai ir diterpenai
(priskiriami ir terpenams, ir fenoliniams junginiams, pvz., karvakrolis, timolis, karnozolis), jvairios
hidroksibenzenkarboksirtigstys (pvz., p-hidroksibenzoiné rtgstis, galo riigstis, vanilino rugstis) ir
fenilpropano ragstys, kumarinai, flavanai, flavonai ir flavanoliai. Vaistiniuose augaluose esantys
fenoliai turi didelj antioksidacinj aktyvuma ir yra dominuojantys aromatiniy augaly antioksidaciniai
komponentai [93]. Fenoliniy junginiy biologinés funkcijos apima antioksidacines, antibakterines,
prieSuzdegimines, analgetines, kar§¢iavimg mazinanéias ir prieSnavikines savybes, o pastaraisiais
metais vis daugiau pripazintas nattraliy augaly fenoliniy junginiy antigrybinis poveikis [94].
Polifenoliai atlicka jvairius vaidmenis augaly sistemose, i$skirdami augimo hormonus, uzkirsdami
kelig mikrobiniy infekcijy plitimui. Turintys potencialy antioksidacinj aktyvuma, jie gali buti laikomi
natiiraliomis alternatyvomis daugeliui sintetiniy medZiagy, gerinant maisto kokybe, prailginant
augalo gyvenimo trukme ir stiprinant jo imuning sistema [87].

Azoto turintys junginiai yra alkaloidai, cianogeniniai gliukozidai ir gliukozinatai [87]. Alkaloidy
cikliniuose organiniuose junginiuose yra azoto, tadiau gamtoje jy yra labai nedaug. Siai grupei
priskiriama keletas garsiausiy junginiy, tokiy kaip kofeinas, nikotinas, kokainas ir morfinas, kurie
zinomi dél savo anksiolitinio, analgezinio ir haliucinogeninio poveikio [89]. Pastaraisiais metais
praneSama apie augaly ekstraktus, tinkamus kovoje su kenkéjais, dél juose esanciy didelio kiekio
alkaloidy, turin¢iy platy antigrybinj poveikj. Nors yra tyrimy, patvirtinanéiy augaly ekstrakty, kaip
botaniniy fungicidy, veiksminguma, daugeliu atvejy informacijos apie $iy ekstrakty toksiSkumg yra
mazai ar jos visai néra [95].

Kita svarbi augaluose esanti pirminiy metabolity grupé yra chlorofilai. Sie asimiliaciniai pigmentai
yra vieni 1§ svarbiausiy cheminiy junginiy augaluose, nes turi jtakos biomasés gamybai, fotosintezés
metu Sviesos energija paversdami cheminiy rySiy energija. Dazniausiai gamtoje pasitaikantys
chlorofily tipai — a ir b, taCiau Zzaliuosiuose dumbliuose ir visuose augaluose, atliekanciuose
fotosintezg, galima aptikti ir kity rasiy [96]. Augaluose esantys fotosintetiniai pigmentai taip pat gali
turéti biologinj aktyvumag, kuris siejamas su chlorofily gebéjimu veikti kaip antioksidantai,
antikancerogenai ar antimutagenai. Tuo paciu metu chlorofilo pigmentai dél jy katalizinio poveikio
gali turéti ir prooksidaciniy savybiy, kurios gali turéti neigiamos jtakos slopindamos antioksidacing
augalo sistema [97].
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1.3.1. Augaly atsakas j stresg ir aplinkos poveikj

Augalai yra veikiami jvairiy aplinkos veiksniy, kurie gali sukelti abiotinj arba biotinj stresa, turintj
jtakos zemés iikio augaly produktyvumui. Abiotinj stresg sukelia fiziniy ar cheminiy veiksniy kitimas,
pvz., sausros, druskingumas, potvyniai, sunkieji metalai, ekstremali temperatira ir pan. Biotinj stresa
sukelia gyvi organizmai, tokie kaip voragyviai, bakterijos, grybai, zolédziai gyvinai, vabzdziai,
nematodai, oomicetai, virusai ir piktzolés. D¢l biotiniy veiksniy sukelty ligy, infekcijy, sumazéja
maistiniy medziagy, mirSta augalai ir patiriami dideli derliaus nuostoliai [98]. Biotinis ir abiotinis
stresas neigiamai veikia augalininkyste ir stipriai sumazina tick kokybinj, tiek kiekybinj derliy.
Pastaruoju metu mokslininkai ir Zemdirbiai ieSko alternatyviy biidy, kaip susidoroti su abiotiniu ir
biotiniu stresu ir sumazinti jy neigiamag poveikj [99].

Augalai turi sudétingus gynybos mechanizmus, trukdanc¢ius Zalingiems aplinkos ir biotinio streso
padariniams veikti juos. Bet koks augalo medziagy apykaitos fiziologijos pokytis negali biiti siejamas
su vienu unikaliu streso veiksniu, nes jvairiis veiksniai funkcionuoja kartu, paveikdami augalus.
Antriniai metabolitai, tokie kaip fenoliai, terpenai, karotinoidai, alkalodai, sukuria augaly gynybos
sistemg nuo jvairiy tipy patogeny, skatina augaly iSgyvenimg, formuoja medziagy apykaita,
padedancia buti atspariems ligoms. Aktyviis junginiai dazniausiai veikia darydami jtakg lgsteliy
signaly perdavimui arba veikdami patogeno komponentus, taip slopindami jy fermentus ar
reprodukcing sistema [100]. Patogeno atakos metu gali pasireiksti suderinama kenkéjo ir augalo
sgveika — sékminga infekcija, arba nesuderinama sgveika — nesékminga infekcija, taciau tarp Siy
rezultaty yra nenutriikstamas jautrumo ir atsparumo konkre¢iam patogenui sarysis. Augaly imuninei
sistemai biidingos apsauginés reakcijos, tokios kaip jony srauty poky¢iai per plazming membrana,
reaktyviyjy deguonies rusSiy gamyba (ROS), mitogeno aktyvuoty proteinkinaziy aktyvavimas
(MAPKSs), antimikrobiniy antriniy metabolity sintezé, skirtinga su gynyba susijusiy geny ekspresija
ir kt. Taip pat fitohormonai, tokie kaip salicilo ar jazmono riigstis, etilenas, kaupiasi kaip augaly
sisteminés gynybos nuo patogeny, kenkéjy ir abiotinio streso dalis [101].

Kalbant apie braskes, jos yra pazeidZziamos daugelio ligy sukeléjy, paveikiant jvairias augalo dalis —
Saknis, ziedus, uogas, stiebelius. Siekdamos apriboti patogeny augima ir apsisaugoti nuo jy, braSkés
taip pat gamina jvairiy antriniy metabolity, kaip svarbiausius iSskiriant terpenus, ] alergenus panasius
su patogeneze susijusius baltymus ir flavonoidus. Genai, dalyvaujantys antriniy metabolity
biosintezéje braskése, po patogeno atakos yra indukuojami, o tai rodo, kad jy transkripcijos aktyvacija
lemia didesnj galutiniy junginiy kaupimasi. Be to, antriniai metabolitai taip pat dalyvauja augaly
saveikoje su naudingais mikrobais, sudarydami simbiotinius rySius. Genai, dalyvaujantys terpeny,
alergeny ir flavonoidy biosintezéje, gali biiti naudojami gerinant braskiy augaly kokybe, jskaitant
atsparumg ligoms, ilgesnj galiojimo laikg ir sumazéjusj jautrumg aplinkos veiksniams [102].
Augalinés kilmés antioksidantai, gaminami antrinio metabolizmo keliu, braSkiy augaluose veikia kaip
pagrindinis apsauginis barjeras nuo biotiniy ir abiotiniy stresg sukelianc¢iy veiksniy. Antriniy
metabolity kaupimasis ne tik daro jtaka augaly ir vaisiy savybéms, pvz., specifinei spalvai, skoniui,
aromatui, bet ir padidina bendrg antioksidacin] pajéguma, kuris leidZia neutralizuoti laisvuosius
radikalus ir maZzina oksidacinj stresg. Labiausiai paplite antriniai metabolitai braskiy vaisiuose yra
flavonoidai, jskaitant antocianinus, kurie yra susij¢ su antioksidacinémis ir prieSuzdegiminémis
savybémis [103]. Pagrindinis patogenas, sukeliantis braskiy ligas, B. cinerea taip pat skatina
metabolizmo pokycius braskiy augaluose. Yra pranesta, kad dél aktyviy B. cinerea infekcijy
specifiniy antriniy metabolity kiekis gali ir sumazéti, todél §i saveika iki galo dar néra aiski [42, 104].
B. cinerea sintetina lgsteliy sieneles ardanc¢ius fermentus, reaktyvigsias deguonies rasis ir toksinus,

22



taip uzkrésdamas ir kolonizuodamas braskes, o augalai reaguoja ] sukeltg stresg jvairiais
mechanizmais. Antioksidanty fermenty aktyvumas koreliuoja su augaly imunine sistema — ir
pirminiai, ir antriniai metabolitai padeda apriboti patogeno infekcija, turédami jtakos augaly
atsparumui arba tiesiogiai slopindami B. cinerea patogeng [105].

1.4. Gvazdikmedzio (lot. Syzygium aromaticum) apibiidinimas, paplitimas, panaudojimo
buidai

Syzygium aromaticum, paprastai vadinamas gvazdikmedziu, yra apie 8-10 m ilgio viszalis medis,
kiles i§ Myrtaceae Seimos, jprastai augantis Indonezijoje, Sri Lankoje, Madagaskare. Gvazdikmedziai
daugiausia auginami tropiniuose regionuose, nes jiems reikalingas drégnas, Siltas klimatas, gerai
nusausintas dirvozemis, pakankama Sviesos ir oro cirkuliacija. Gvazdikélis — Myrtaceae Seimos
gvazdikmedzio neatsivéres ziedpumpuris (zr. 1.3 pav.) [106, 107]. Europoje dziovinti gvazdikéliai
buvo naudojami nuo ankstyvyjy viduramziy, taciau de¢l klimato gvazdikmedzio auginimas Siame
zemyne vis dar ribotas. Siais laikais gvazdikmedziai auginami visame pasaulyje tuose regionuose,
kuriuose vyrauja okeaninis klimatas ir sudaromos tinkamos augimo salygos [108].

1.3 pav. Gvazdikmedzio ziedpumpuriai [107]

Gvazdikelis — tai iSskirtinio skonio prieskonis, placiai naudojamas kaip kvapioji medZiaga, maisto
konservantas ir kaip sudedamoji dalis jvairiose pramonés Sakose — maisto, kosmetikos, medicinos,
farmacijos sektoriuose. Pastaraisiais metais iSaugo didesnés vertés produkty i§ gvazdikéliy kiirimo
procesas [109].

S. aromaticum vaisiuose, ziedpumpuriuose, lapuose, Sakose ir séklose gausu jvairiy maistiniy
medziagy: baltymy, aminortigiciy, riebaly rigs€iy, mineraliniy elementy, vitaminy ir kt.
Gvazdikmezio vaisiuose yra didziausias bendras angliavandeniy, pumpuruose — riebaly, o lapuose —
baltymy kiekis [108]. S. aromaticum yra apie 15-20 % eterinio aliejaus, kuriame yra daug fenoliniy
junginiy, pasizyminciy jvairiomis biologinémis savybémis, pvz., antigrybinémis, antibakterinémis,
antioksidacinémis ar insekticidinémis savybémis [110]. Gvazdikmedzio eterinis aliejus ir ekstraktai
gali buti gaunami i$§ augaly pumpury, stieby ir lapy, o iSgauti ekstraktai skiriasi savo chemine
sudétimi, aromatu ir spalva, priklausomai nuo klimato salygy, auginimo metody ir genetiniy veiksniy.
Geros kokybés gvazdikmedzio eterinis aliejus daZzniausiai gaunamas i§ pumpury ir yra tankesnis,
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geltonesnis uz vandenj. Pumpury eteriniame aliejuje vyrauja eugenolis, eugenolio acetatas, B-
kariofilenas ir a-humulenas [111].

1.4.1. GvazdikmedZio ekstrakty ir eteriniy aliejuy aktyviosios medziagos

Gvazdikmedzio ekstraktai ir eterinis aliejus per Simtmecius sulauké didelio susidoméjimo ir yra
plac¢iai naudojami kosmetikos, kvepaly, maisto, medicinos ir kt. pramonés srityse. Biologinis S.
aromaticum ekstrakty aktyvumas priklauso nuo ekstrahavimo metodo, lakiyjy junginiy
koncentracijos ir jy sudéties [110]. PraneSama ne tik apie reikSmingus biologiskai aktyvius junginius,
gautus 1§ skirtingy S. aromaticum augalo daliy, bet pastebéti ir sudéties skirtumai tarp jvairiy
ekstrakty ir eteriniy aliejy iSgavimo budy. Atlikus fitocheming augalo analizg, nustatyta, kad jo
sudétyje yra jvairiy klasiy fitokomponenty, jskaitant flavonoidus, terpenus, steroidus ir taninus [112].
Gvazdikmedzio ziedpumpuriai yra pagrindinis fenoliniy junginiy, tokiy kaip flavonoidai,
hidroksibenzenkarboksirtig§tys, hidroksifenilpropenai, hidroksicinamono riigstys ir eugenolis,
Saltinis. Svarbiis biologiskai aktyviis junginiai, kurie buvo iSgauti i§ S. aromaticum, yra eugenolis,
kvercetinas, galo rigstis, kempferolis, krategolio rugstis, p-kariofilenas, oleanolio riigstis,
stigmasterolis, eugenitinas, eugeninas, bikorninas ir kt. [113].

Bioaktyvius junginius i$§ gvazdikmedzio ziedpumpuriy galima iSgauti tradiciniais arba pazangesniais,
efektyvesniais zaliosios gavybos metodais. Kalbant apie gvazdikmedzio ekstraktus, fenoliams ir
bioaktyviems junginiams i§ augalinés medziagos iSgauti naudojami skirtingo poliskumo tirpikliai,
nuo kuriy priklauso ekstrakcijos iSeiga. Bioaktyviy junginiy ekstrahavimui dazniausiai naudojamas
vanduo, vandeninis etanolis (70-80 %), vandeninis metanolis (50 %) ir acetonas, taip pat kaip tirpiklis
gali buti naudojamas etilo acetatas [114], n-heksanas, dichlormetanas [112]. Naudojant dujy
chromatografija kartu su masiy spektrometrijos (GC-MS) analize [113], taip pat UV
spektrofotometrija, galima nustatyti bendrg fenoliy ir flavonoidy kiekj visuose ekstraktuose. El-
Maati‘is ir kt. nustaté, kad etanolis ir vanduo yra geriausi tirpikliai fenoliams, o vanduo —
flavonoidams ekstrahuoti. Ekstrahavimo i§ skirtingy tirpikliy iSeigy skirtumai siejami su augalinéje
medziagoje esan¢iy sudedamyjy daliy poliskumo skirtumais [114]. Yra pranesta apie dziovinty
gvazdikmedzio ziedpumpuriy vandeniniame acetono ekstrakte aptiktus hidrolizuojamus taninus, taip
pat nustatyta, kad metanolio ekstrakte yra keletas alkaloidy, angliavandeniy, flavonoidy, ketony,
terpenoidy, glikozidy, taniny, aldehidy ir steroidy [112].

Superkriziné ir subkriziné skysciy ar CO> ekstrakcija yra viena i§ placiai naudojamy technologijy,
kuri gali biti efektyvesné alternatyva jprastiniam ekstrahavimui tirpikliais, hidrodistiliacijai ir kt.
eteriniy aliejy, ekstrakty ir kity biologiskai aktyviy komponenty gavimui. Ekstrahuojant CO:
1Svengiama termolabiliy komponenty skilimo dél veikimo Zemesnéje temperatiiroje, be to, galima
keisti komponenty tirpimo galig ir selektyvuma dél naudojamo tirpiklio tankio poky¢iy [115].
Subkriziné skysCiy ekstrakcija yra toks procesas, kurio metu naudojamas subkrizinés biisenos
tirpiklis, esant tam tikram medziagos ir tirpiklio santykiui, ekstrahavimo temperatiirai, laikui, slégiui
ir kt. Subkrizin¢ ekstrakcija vykdoma esant zemesnéms negu kritiné slégio ir temperatiiros
reikSméms, prieSingai negu superkrizinés ekstrakcijos metu [116]. Kaip subkrizinis tirpiklis placiai
naudojamas vanduo ir anglies dioksidas. Subkriziné CO: sistema veikia esant Zemai temperatiirai (<
31 °C) ir nedideliam slégiui (< 7,1 MPa), todél tokio tirpiklio naudojimas gali pagerinti ekstraktiniy
medziagy iSeigg ir paciy ekstrakty kokybe [117]. Naudojant CO- ekstrakcijg i$ jvairiy gvazdikmedzio
daliy galima iSgauti eterinius aliejus ir ekstraktus, kuriuose gausu eugenolio, eugenilo acetato, a-
humuleno, -kariofileno, daug fenoliniy riig8¢iy [116, 118].
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Pagrindiné gvazdikmedZio eterinio aliejaus sudedamoji dalis yra eugenolis, kurio koncentracija gali
svyruoti nuo 45 % iki 90 %, taciau atskiry cheminiy medziagy kiekis gali skirtis priklausomai nuo
keliy kintamyjy, tokiy kaip aplinkos salygos, derliaus nuémimo sezonas, genetika, auginimo metodai
[119]. Keletas tyrimy rodo, kad eugenolis, B-kariofilenas ir eugenilacetatas yra pagrindiniai S.
aromaticum eterinio aliejaus junginiai, kuriy procentiné dalis skiriasi nuo minéty veiksniy [120, 121,
122]. Selles‘as ir kt. uzfiksavo 65 skirtingus junginius S. aromaticum eteriniame aliejuje, kurio
pagrindinés sudedamosios dalys buvo eugenolis (78,72 %), B-kariofilenas (8,82 %) ir eugenilo
acetatas (8,74 %) [123]. Taip pat Barakat‘as pranes¢, kad pagrindiniai S. aromaticum eterinio aliejaus
junginiai buvo eugenolis (80,19 %), eugenilo acetatas (7,91 %), kariofilenas (3,79 %), furanas,
tetrahidro-3-metilas (2,26 %) ir 2-propanonas, metilhidrazonas (1,54 %) [124].

1.4.2. GvazdikmedZio ekstrakty biologinis aktyvumas

Ivairios S. aromaticum dalys pasizymi placiu biologinio aktyvumo spektru, jskaitant antioksidacinj,
prieSuzdegiminj, anestezinj, prieSvézinj, insekticidinj, herbicidinj ir nematocidinj poveiki, taciau dél
savo antibakterinio, antigrybinio ir antioksidacinio poveikio sulaukia itin didelio susidoméjimo [112].

Antibakterinis aktyvumas

Gvazdikmedzio eterinis aliejus, iSgautas i§ sausy gvazdikmedZzio ziedpumpuriy, pasizymi
antibakterinémis savybémis dél sudétyje esancio eugenolio ir kity fenoliniy junginiy. Jis zinomas dél
savo antimikrobinio aktyvumo prie§ keleta patogeniniy bakterijy, jskaitant Escherichia coli,
Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes ir Staphylococcus aureus. Mokslininky in vitro
eksperimenty metu gvazdikmedZzio eterinis aliejus pasizyméjo baktericidiniu poveikiu visiems
tirtiems mikroorganizmams iki 0,304 mg/mL koncentracijos [125]. Pagrindiniai gvazdikmedzio
ekstrakty junginiai yra eugenolis ir [B-Kariofilenas, kurie yra galingi antibakteriniai agentai.
Gvazdikmedzio etanolinis ekstraktas parodé aktyvumg slopinant gramteigiamas ir neigiamas
bakterijas, tokias kaip S. aureus, B. cereus, P. aeruginosa, E. coli. Tuo tarpu uZfiksuota, kad eterinis
aliejus pasizyméjo antibakteriniu aktyvumu prie§ S. pneumoniae, S. aureus, S. epidermidis, A.
hydrophila, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, P. gingivalis ir P. mirabilis [126]. Taip pat EI-
Maati‘is ir kt. atliko eksperimentus su jvairiais gvazdikmedzio ekstraktais ir nustaté antibakterinj jy
poveikj pries S. aureus ir E. coli augima, koncentracijai svyruojant nuo 50 iki 100 pg/mL. Rezultatai
parode, kad stipresnio antibakterinio pajégumo ekstraktuose taip pat buvo didesnis fenoliniy junginiy
kiekis [114].

Antigrybinis aktyvumas

Pagrindinis gvazdikmedZio ekstrakty komponentas, atsakingas uz antigrybinj jy poveikj, yra
eugenolis. Tai svarbiausias lakus junginys i§ gvazdikmedzio pumpury gaunamy ekstraktiniy
medziagy, naudojamy tradicinéje medicinoje, kaip baktericidai, fungicidai, anestetikai ar kt.
Gvazdikéliy eterinis aliejus parodé gebéjimg slopinti C. tropicalis, C. glabrata, C. Albicans ir V.
inaequalis augimg [126]. Tyréjai sieké nustatyti keliy skirtingy koncentracijy vandeniniy ekstrakty,
jskaitant ir S. aromaticum, in vitro ir in vivo slopinamajj poveikj rudojo puvinio Monilinia laxa ir
Monilinia fructigena sukélé¢jams. Naudojant 1,5 mg/mL koncentracijos S. aromaticum vandeninj
ekstrakta in vitro, abiejy padermiy grybienos augimas zZymiai sumaz¢jo — slopinimas virsijo 90 %, o
in vivo salygomis eckstraktas taip pat sumazino rudojo puvinio sunkumg ir daznj [127].
Gvazdikmedzio eterinio aliejaus fungicidinis poveikis buvo tirtas Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici 1322 patogenui. ISgautas eterinis aliejus buvo sudarytas i§ eugenolio (75,41 %), E-
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kariofileno (15,11 %), a-humuleno (3,78 %) ir kariofileno oksido (1,13 %), ir geriausig slopinamajj
in vitro poveikj parodé esant 5 % gvazdikmedzio eterinio aliejaus koncentracijai, sumazindamas
pomidory augaly ligas net 86,5 % [128]. J[domiis eksperimentai buvo atlikti Aguilar—Gonzalez ir kt.
mokslininky. Viename i§ darby jie vertino skirtingos gvazdikmedzio ir garsty¢iy eteriniy aliejy
koncentracijos gary fazéje in vitro ir in vivo poveikj Botrytis cinerea. In vitro ir in vivo gvazdikéliy
eterinio aliejaus minimali slopinamoji koncentracija buvo 92,56 pL/Lair. Naudojant gvazdikmedzio ir
garsty¢iy eteriniy aliejy derinius in vitro minimali slopinamoji koncentracija buvo 46,28 pL/Lair ir
1,93 pL/Leir atitinkamai, tuo tarpu in vivo — 11,57 pL/Lair gvazdikmedzio ir 1,93 pL/Lair garstyCiy
eterinio aliejaus [129]. Lietuvoje taip pat vykdomi eksperimentai tiriant skirtingy ekstrakty ir eteriniy
aliejy fungicidinj poveikj jvairiems patogenams. Vieni i§ daugiausiai rezultaty pateik¢ yra LAMMC
Sodininkystés ir darzininkystés instituto mokslininkai. Dén¢ ir kt. tyré B. cinerea izoliaty jautruma
skirtingy koncentracijy augaly ekstraktams. Apdorojus B. cinerea izoliatus 800 pL/L koncentracijos
gvazdikéliy ekstraktu in vitro salygomis, buvo pastebétas 70 % izoliaty augimo slopinimas. Braskiy
izoliatas buvo jautriausias gvazdikmedZzio ekstraktui, nes B. cinerea augimas nebuvo matomas jau
nuo 500 pL/L ekstrakto koncentracijos [74]. Sernaités ir kt. in vitro tyrimy metu gauti rezultatai rodo
daug Zadancias galimybes naudojant gvazdikmedzio ekstraktus ir eterinius aliejus prie§ pilkojo
puvinio sukéléjg braskése B. cinerea. 200 pL/L koncentracijos gvazdikmedzio ekstraktas rodé didesn;j
nei 80 % patogeno slopinimg, o esant 600-2000 pL/L koncentracijoms buvo uzfiksuota visiska B.
cinerea inhibicija. Tuo tarpu gvazdikmedzio eterinis aliejus nepastoviai slopino patogeno augima
esant 200-1000 pL/L koncentracijoms, ta¢iau naudojant 1200—2000 pL/L koncentracijy eterinj aliejy
patogeno augimas nepasireiské. Siy dviejy augalinés kilmeés produkty veiksmingumo skirtumai gali
priklausyti nuo skirtingy ekstrahavimo metody [130].

Antioksidacinis aktyvumas

Kadangi gvazdikmedZzio Ziedpumpuriuose yra gausu eugenolio, f-kariofileno, eugenilo acetato ir
vairiy fenoliniy riig8¢iy, 1S Sios zaliavos gauti ekstraktai taip pat pasizymi stipriu antioksidaciniu
aktyvumu. Naudojant skirtingus tirpiklius ir ekstrahavimo metodus, gaunamos skirtingos aktyviy
junginiy koncentracijos ekstraktuose. Ekstrakty antioksidacinés savybés turi stiprig teigiama
koreliacijg su bendru fenoliy ir flavonoidy kiekiu, o tai jrodo, kad S. aromaticum Ziedpumpuriy
ekstrakty antioksidacinés savybés skiriasi dél polifenoliy kiekio [131]. Al Mashkor‘as tyré 50 %
acetoniniy gvazdikmedZio ekstrakty, gauty i jvairiy augalo daliy, antioksidacinj aktyvumg FRAP ir
DPPH metodais, taip pat nustatin¢jo bendra fenoliniy junginiy koncentracija. DidZiausia fenoliniy
junginiy koncentracija buvo nustatyta augalo vaisiuose — 247,61 mg/100 g sausos medziagos, taip pat
ir antioksidacinis aktyvumas — FRAP metodu buvo gauta 437,29 mg TE/100 g sausos masés ir 87,50
% DPPH’ radikalo suriS$imo geba [132]. Kiki taip pat tyré laisvyjy radikaly suriS§imo geba
gvazdikmedzio eteriniame aliejuje DPPH metodu. Matavimai buvo atliekami 30-120 min. intervalu,
naudojant 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, 400 pg/mL ir 800 pg/mL koncentracijas. Buvo
pastebéta, kad eterinio aliejaus aktyvumas didé¢ja palaipsniui, didéjant koncentracijai ir laikui.
Nustatyta, kad antioksidacinis potencialas yra didziausias, kai laisvyjy radikaly suriS§imo geba yra
98,6 %, esant 800 pg/ml gvazdikmedzio eterinio aliejaus koncentracijai [119]. Afrendi‘is ir kt. tyré
gvazdikmedzio lapy ir pumpury etanolio ekstrakty bendrg fenoliniy junginiy koncentracijg ir
antioksidacinj aktyvumg DPPH ir ABTS metodais. Lapy ir pumpury ekstrakty fenoliy koncentracija
atitinkamai buvo 441,28 mg GAE/g ekstrakto ir 394,73 mg GAE/g ekstrakto. Gvazdikmedzio lapy
ekstraktas pasizymeéjo stipriu antioksidaciniu aktyvumu in vitro prie§ DPPH ir ABTS radikalus — ICso
verté buvo 9,29 ppm ir 29,57 ppm atitinkamai [133]. Gvazdikmedzio lapuose ir pumpuruose tyréjai
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rado skirtingus chlorofily kiekius. Lapy dalyse rasta daugiau chlorofily — apie 1,123 mg, o
pumpuruose — apie 0,900 mg. Syzygium aromaticum ekstraktai rodo ne tik daug Zadancius rezultatus
slopinant grybiniy patogeny ligas, bet ir dél antioksidaciniy junginiy gausos savo sudétyje stiprina
augaly imunine sistema [134].

1.5. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

Augalai sudaryti i§ daugybés antriniy metabolity ir biologiskai aktyviy junginiy, kurie gali buti
pritaikomi kaip alternatyva pesticidy naudojimui zemés tikyje. Augaliniai ekstraktai sulaukia didelio
komercinio susidoméjimo pirmiausia dél herbicidiniy, insekticidiniy, antimikrobiniy, antigrybiniy ir
antioksidaciniy savybiy bei dél jy natiiralios kilmés, o tai paprastai kelia mazesne rizikg aplinkai ir
zmoniy sveikatai [135]. Gvazdikmedis ir jo ekstraktai yra placiai tiriami dél naudingy savybiy, o
duomeny apie jy toksiSkuma néra daug. Mokslinés literatiiros duomenimis, gvazdikmedZio pumpury
ekstrakto naudojimas slopino B. cinerea ir kity patogeny augimg laboratorinémis salygomis.
Antioksidanty sistema augaluose turi lemiamg vaidmenj saugant juos nuo jvairiy stresy, jskaitant
tuos, kuriuos sukelia grybiniai patogenai, tokie kaip Botrytis cinerea. Kai braskiy augalai patiria
stresa dél grybinés infekcijos, jy antioksidaciné sistema, jskaitant fermentinius ir nefermentinius
komponentus, suaktyvéja, kad sumazinty patogeno keliamg oksidacing zalg. Nors yra jvairiy
moksliniy pranesimy apie skirtingy ekstrakty in vitro slopinamajj poveikj patogeniniams grybams,
eksperimenty realiomis augimo sglygomis, tirian¢iy S. aromaticum ekstrakty ir eteriniy aliejy poveikj
braskiy pilkojo puvinio sukéléjui B. cinerea, néra daug. Ribotas tyrimy kiekis aptinkamas ir vertinant
augaly antioksidacinés sistemos pokyc¢ius paveikus augaliniais ekstraktais, ypa¢ kartu vertinant ir
grybinio patogeno sukelta infekcijg. Tikétina, kad dél gausaus bioaktyviy junginiy kiekio,
gvazdikmedziy ekstraktas ne tik slopinanciai veikia B. cinerea infekcijos plitima braskése, bet ir turi
jtakos augalo antioksidacinei gynybos sistemai bei antriniy metabolity sintezei. Duomenys apie
gvazdikmedzio pumpury ekstrakto veikimg braskése reikSmingai papildyty alternatyviy medziagy ir
junginiy tvariam zemés Tkiui tyrimus, siekiant sumazinti priklausomybe nuo sintetiniy cheminiy
medZiagy Zemés ikyje, sumazinti ekologin; poveikj ir uZtikrinti ilgalaikj augaly ligy valdymo
efektyvuma.
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2. Medziagos ir tyrimuy metodai

2.1. Tyrimy atlikimo vieta

Baigiamojo projekto eksperimentai atlikti Lietuvos agrariniy ir miSky moksly centre (LAMMC),
Sodininkystés ir darzininkystés institute (SDI) (Babtai, Kauno raj.), 2022 m. rugsé¢jo—2023 m.

balandzio mén.
2.2. Tyrimy eiga

Baigiamojo darbo tyrimy eiga ir principiné schema pateikiama paveiksle zemiau:

Isgautas Brasgkiy
gvazdikmedZio paruo$imas
ekstraktas eksperimentui
I purskimas

IT purskimas

Lapy éminiai

0DPU _J
Braskiy
III pur§kimas uzkrétimas B.
cinerea
Lapy éminiai
3DPU
Infekcijos J
plitimo
vertinimas po
4 pary
Infekcijos
plitimo Lapy éminiai
vertinimas po 7 7 DPU
pary _J
Méginiy paruosimas
biocheminiams
tyrimams 0|
Rezultaty
apdorojimas
Sausy medziagy
nustatymas
Antioksidacinio Bendros fenoliniy
aktyvumo nustatymas junginiy koncentracijos
(ABTS, DPPH, FRAP) nustatymas

Duomeny apdorojimas

2.1 pav. Tyrimo eiga ir pagrindiniai etapai
2.3. Tyrimy metu naudota jranga ir reagentai

Tyrimams naudota jranga:

Chlorofily a, b ir

nustatymas

karotinoidy koncentracijos
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subkrizinis CO ekstraktorius;

elektrinis maltinas RRH-2000A;

laminariné spinta (Esco Airstream® Class II Biological Safety Cabinet);

laboratorinis maltinas (Retsch GM 200);

laboratorinis auksto slégio autoklavas (CertoClav CV-EL 12 LGS);

inkubatorius (Memmert Lab Incubator I);

vandens distiliavimo jranga (Millipore);

staliné centrifuga (HERMLE Z 366 K);

analitinés svarstyklés (Toledo MS-S);

liofilizatorius (FD-7);

spektrofotometras (SPECTROstar® Nano BMG LABTECH UV/vis spectrometer);

kiti jrankiai: automatinés reguliuojamo turio pipetés, slankmatis/liniuoté, mégintuvéliai,
pincetas, Saukstelis, metalinis pjaustymo jrankis, adatélés, spiritiné lemputé, plastikinés
dézutés éminiy surinkimui, zirklés, Petri 1ékstelés, steriltis jrankiai, mikrolékstelés
(microplate), popierinis filtras, staliné purtyklé.

Tyrimams naudoti reagentai ir cheminés medziagos:

gvazdikmedzio ekstraktas;

sterilus dejonizuotas vanduo;

etanolis (80 %);

metanolis (grynas);

bulviy dekstrozés agaro terpé (PDA);

ABTS (2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonrtigstis);
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas);

Folin—Ciocalteu reagentas;

troloksas (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-karboksirtigstis);
kalio persulfato (K2S20s) tirpalas;

PBS (fosfatinis buferinis tirpalas);

natrio acetato buferinis tirpalas;

TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas);

druskos rugstis (HCI);

gelezies chlorido heksahidrato tirpalas (FeClzx6H20);
natrio karbonatas (Na2COs);

galo rugstis (3,4,5-trihidroksibenzenkarboksirtigstis).

2.4. Ekstrakto gamyba

Gvazdikmedzio (lot. Syzygium aromaticum) ekstrakto gamyba atlikta naudojant subkrizinj CO>
ekstraktoriy. Dziovinti gvazdikéliy pumpurai buvo jsigyti i§ UAB ,Sauda“ (Lietuva). Prie§
ekstrakcijag pumpurai buvo sumalti elektriniu maltinu iki homogeniSky milteliy pavidalo. 10 kg
milteliy buvo patalpinta j ekstraktoriy, susidedant; 1§ ekstrahavimo indo, auSintuvo, Sildytuvo ir
skysto CO2 surinkimo indo. Gamybos parametrai buvo: 40 bary slégis, 10 °C temperatira ir 6 valandy
ekstrakcijos laikas. Po gamybos surinktas ekstraktas filtruotas per popierinj filtrg. Gautas ekstraktas
buvo laikomas 4 °C temperatiiroje iki kity analiziy ir tyrimy (zr. 2.2 pav.).
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Syzygium aromaticum L.
ziedpumpuriai

Gvazdikmedzio ekstraktas

Subkriziné CO; ekstrakcija

2.2 pav. Gvazdikmedzio (lot. Syzygium aromaticum) ekstrakto gavimas i§ augalo pumpury

Eksperimentams naudotas 0,20 % koncentracijos gvazdikmedzio CO- ekstraktas (v/v) paruoSiamas
sumaiSant ekstrakta su steriliu distilivotu vandeniu. Reikiamas ekstrakto ir vandens taris
atmatuojamas automatine pipete j mégintuvelj ir suplakamas purtykle.

2.5. B. cinerea kolonijy paruoSimas augaly uzkrétimui

Sioje tyrimo dalyje buvo paruo$ta mitybiné terpé, skirta patogeno iSgryninimui, ir paruostos B.
cinerea kolonijos eksperimentui $iltnhamyje su braskiy augalais.

B. cinerea auginti laboratorinémis sglygomis naudota PDA — bulviy dekstrozés agaro (angl. Potato
Dextrose Agar) mitybiné terpe, paruoSta pagal gamintojo nurodytas specifikacijas — 1 1 mitybinés
terpés paruosti reikia 42 g sausos terpés miSinio milteliy. Pirmiausia, analitinémis svarstyklémis
atsveriamas reikiamas kiekis PDA milteliy ir suberiama j butelj su steriliu distiliuotu vandeniu, gerai
iSmaiSoma, siekiant tolygaus sausy medziagy pasiskirstymo. Po to misinys 15 min. sterilizuojamas
autoklave 121 °C temperatiiroje. Po autoklavavimo buteliai su mitybine terpe Siek tiek atauSinami.
Mitybinei terpei esant dar S$iltai, ji iSpilstoma j Petri 1éksteles. Siekiant iSvengti pasaliniy patogeny
patekimo | terpe, ji i 1éksteles pilstoma laminarinéje spintoje. Kai mitybiné terpé Petri 1ékstelése
atveésta ir sustingsta, ja galima naudoti tolimesniems procesams.

Tyrimams naudotas LAMMC SDI Augaly apsaugos laboratorijos kolekcijos mikroskopinis grybas
B. cinerea. Jis buvo izoliuotas nuo braskiy augalo daliy, turin¢iy pilkojo puvinio ligos simptomy ir
pozymiy. Tyrimuose naudotos iSgrynintos B. cinerea izoliaty kolonijos Petri lékstelése. Steriliomis
salygomis laminarinéje spintoje adatéle paimamas gabalélis grybo kolonijos i§ lékStelés kraSto ir
perkeliamas | Sviezios PDA terpés 1ékstelés centrg. Tokiu biidu paruoSiamas reikiamas B. cinerea
grybo 1éksteliy skaicius tyrimams su augalais. Lékstelés laikomos inkubatoriuje 7 paras pastovioje
22+2 °C temperattiroje, tamsoje ir iSimamos tik prie$ pat tolimesnius eksperimentus (zr. 2.3 pav.). B.
cinerea kolonijos paruosiamos augaly uzkrétimui supjaustant jas steriliu metaliniu jrankiu. Jrankis
sterilizuojamas liepsna i§ stalinés lempelés, pjaustoma 7 mm skersmens diskeliais laminaringje
spintoje. Supjauscius grybg lékstelése, jos uzdengiamos, krastai apvyniojami Parafilm plévele ir jos
paruoSiamos transportavimui j Siltnamj.
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2.3 pav. 7 pary B. cinerea kolonija Petri léksteléje
2.6. Eksperimento su braskiy augalais vykdymas

Eksperimentas vykdytas LAMMC SDI Augaly fiziologijos laboratorijos siltnamyje (zr. 2.4 pav.).
Braskiy daigai pasodinti j 15x15 cm plastikinius vazonélius su durpiy substrato miginiu. Siltnamyje
buvo palaikomos pastovios klimatinés salygos: 21 °C temperatiira, 70 % drégmé ir 16 val. fotoperiodu
veiké auksto slégio natrio lempy apsvietimas (200 umolm™2s™). Braskiy augalai buvo laistomi pagal
poreikj, o nuo 1,5 mén. po pasodinimo kas savaite tr¢Siami kompleksinémis traSomis pagal auginimo
rekomendacijas.

2.4 pav. Braskiy eksperimento jrengimas LAMMC SDI Augaly fiziologijos laboratorijos Siltnamyje

Prie§ pradedant purSkimus, eksperimentas iSdéstytas rendomizuotais blokais. Vienam variantui
priskirta 3 pakartojimai po 5 augalus. Visas eksperimentas kartotas du kartus. Eksperimentiniai
variantai pateikti 2.1 lenteléje.
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2.1 lentelé. Eksperimento su braskiy augalais variantai

Varianto kodas Veislé Eksperimento variantas
KONTR Malwina Nepurkstos ekstraktu braskés
. kstos ekstraktu ir B. ciner
KONTR_BC Malwina Nvepl?r Stos evSt. aktu 1 cinerea
uzkréstos braskes
. S i 710 0,20 %
GV Malwina Purkstos gva%dl.kmedzm 0,20 %
ekstraktu braskés
Purkstos gvazdikmedzio 0,20 %
GV-BC Malwina ekstraktu ir B. cinerea uzkréstos

braskés

Eksperimento metu augaly purSkimai vykdyti 3 kartus: 7, 4 paros iki uzkrétimo ir tg pacia dieng kaip
ir uzkreciant grybu. Gvazdikmedziy ekstrakto miSinys Su vandeniu paruoSiamas S$vieziai prie§
kiekvieng purskima, ta pacia dieng. Kaip kontroliniai augalai buvo naudojamos nepurkstos braskes.
Vieno purSskimo metu buvo iSpurskiama 10 ml ekstrakto miSinio vienam eksperimento variantui.

Po paskutinio purskimo, braskés uzkréstos B. cinerea micelio disku. Uzkrétimas atliktas maziausiai
ant 3 vieno augalo lapy. Sterilia adatéle padarytos zaizdos ant braskiy trilapiy vidurinio lapo. Ant
kiekvienos Zaizdos buvo uzdétas 7 mm skersmens B. cinerea micelio diskas, dedant miceliu j apacia.
(zr. 2.5 pav.). Po uzkrétimo braskés paliktos augti tomis pac¢iomis sglygomis, duodant laiko infekcijai

plisti.

Grybo
micelio Vidurinis
diskas lapelis

Kairysis

lapelis Detinysis

/ lapelis
Trilapis /\\

Ziedas

-y o &

éaknys

Palaipa

2.5 pav. Braskiy trilapiy uzkrétimas B. cinerea
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Praéjus 4 ir 7 paroms po uzkrétimo, vertintas pilkojo puvinio plitimas braskése. Kiekviename varianto
augale jvertintas uzkrésty lapy pazeidimo intensyvumas balais ir procentiné pazeisto lapo dalis.

Ligos intensyvumas uzkrésty lapy plote buvo vertinamas balais nuo 0 iki 5, kur:
0 — néra infekcijos;

1 — pazeista <5 % lapo ploto;

2 — pazeista <10 % lapo ploto;

3 — pazeista <15 % lapo ploto;

4 — pazeista <20 % lapo ploto;

5 — pazeista >21 % lapo ploto.

Matavimui naudotas vizualus vertinimo skalés pavyzdys pateiktas zemiau:

2.6 pav. B. cinerea pazeidimo skalé ant braskiy lapy [7]

Procentiné pazeisto lapo dalis buvo apskaiciuota atlikus matavimus slankmaciu. Vertinimo metu
slankmaciu buvo iSmatuota pilkojo puvinio (B. cinerea) sukelto pazeidimo skersmuo (mm) dviem
Kryptimis, taip pat bendras braskiy lapo skersmuo dviem kryptimis (zr. 2.7 pav.), iSvedami vidurkiai.

2.7 pav. Pilkojo puvinio (lot. B. cinerea) sukelto pazeidimo ir braskiy lapo matavimas slankmaciu
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Taikant formule:

Pilkojo puvinio pazeidimo plotas, mm

© %100 %: (2.1)

Lapo plotas, mm?2

apskaiCiuota procentiné pazeisty lapy dalis kickviename i§ augaly bei apskai¢iuojami vidurkiai
eksperimentiniuose variantuose.

2.7. Braskiy lapy méginiy paruosimas biocheminiams tyrimams

Antioksidacinés sistemos atsako pokyc¢iams ir kity antriniy metabolity koncentracijy nustatymui is
kiekvieno varianto buvo surenkama 10 vienodo dydzio trilapiy, kurie laboratorijoje pasverti ir sudéti
i plastikinius maiselius. Eminiy $iltnamyje surinkimo salygos pateiktos 2.2 lenteléje.

2.2 lentelé. Eksperimento metu surinkti braskiy lapy éminiai

Eminio Nr. Paruo$to méginio kodas | Eminiy surinkimo apraSymas

1 0 DPU Lapy éminiai surinkti pries§ 3-i3jj
purskimg ir prie$ uzkrétimg B.
cinerea

2 3 DPU Lapy éminiai surinkti praéjus 3
dienoms po augaly uzkrétimo B.
cinerea

3 7 DPU Lapy éminiai surinkti prag¢jus 7
dienoms po augaly uzkrétimo B.
cinerea

Paruosti maiseliai su éminiais liofilizuoti 24 val. Po liofilizavimo registruota sausy lapy masé,
apskaiciuotas liofilizuotos ir zalios braskiy lapy masés santyKkis:

Liofilizuota masé,g

Zalia masé,g (2-2)
Toliau liofilizuoti braskiy lapai buvo smulkiai sumalti laboratoriniu maltinu ir ruosti jy ekstraktai
biocheminiams tyrimams.

Kiekviena biocheminiy tyrimy varianta sudaré trys analitiniai pakartojimai i§ bendros surinktos
liofilizuotos braskiy lapy mases.

Ruosiant braskiy lapy ekstraktus biocheminiams tyrimams, 0,03 g liofilizuoty méginiy buvo pasverta
analitinémis svarstyklémis j Zinomos masés mégintuvélius ir uzpilta 3 mL 80 % etanoliu, kuris
naudojamas kaip tirpiklis. Mégintuvéliai su paruostais misiniais palikti ekstrahuotis Saldytuve (4 °C)
parg laiko. Kitg dieng, pra¢jus atitinkamam laikui, mégintuvéliai nucentrifuguojami ir supernatantas
surenkamas (zr. 2.8 pav.). I§ paruosty ekstrakty buvo atlickamos biocheminés analizés — braskiy
antioksidacinés sistemos atsako tyrimai skirtingais metodais, bendros fenoliniy junginiy bei
chlorofily a, b ir karotinoidy koncentracijos nustatymas.
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2.8 pav. Braskiy lapy méginiy centrifugavimas (a); nucentrifuguotas ekstraktas (b)
2.8. Braskiy antioksidacinés sistemos atsako pokyciy tyrimai
2.8.1. Antioksidacinio aktyvumo braskiy lapuose nustatymas ABTS metodu

ABTS antioksidacinio aktyvumo nustatymo metodas yra kolorimetrinis tyrimas, taikomas tiek
lipofiliniams, tiek hidrofiliniamas antioksidantams. Sio tyrimo metu matuojamas santykinis
antioksidanty gebéjimas sunaikinti vandeninéje fazéje susidariusj ABTS™ — ABTS radikalo katijona.
Jis susidaro reaguojant ABTS druskai su stipriu oksidatoriumi, pvz., kalio persulfatu (K2S20s),
sudarydamas zaliai mélyna spalva. Tiriamajame junginyje esant antioksidanty, susidariusi spalva
Svieséja ir blunka, o tai reikia, kad antioksidantas redukuoja ABTS"" atgal j bespalvj ABTS, o spalvy
poky¢iai gali buti iSmatuoti spektrofotometriskai ilgyjy bangy sugerties spektre (zr. 2.9 pav.). Spalvos
pakitimo laipsnis yra proporcingas ABTS™* slopinimui. ABTS"" radikaly suri§imo metodas yra greitas
ir gali biiti naudojamas esant jvairioms pH vertéms tiek vandeninése, tiek organinése tirpikliy
sistemose, taip pat turi gerg atkartojamuma bei yra paprastas atlikti [136].

| .
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ABTS ABTS™
A-H — antioksidantas b)

2.9 pav. Spalvos kitimas atliekant ABTS tyrimg (a); ABTS tyrimo reakcijos (b)
ABTS antioksidacinis aktyvumas iSmatuotas pagal modifikuotg Re ir kt. (1999) metodika [137].

Pradinio ABTS™" tirpalo ruo$imas: 0,112 g ABTS istirpinamas 100 mL distiliuoto vandens.
Papildomai jpilama 400 pL. 70 mM K3S;Og tirpalo — taip gaunamas ABTS radikalo katijonas
(ABTS™). Misinys palickamas tamsoje kambario temperatiiroje 16 val., kol susidaro tamsi zaliai
meélyna tirpalo spalva.
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Darbinio ABTS™" tirpalo ruoSimas: pradinis ABTS " tirpalas skiedziamas distiliuotu vandeniu iki 0,80
+ 0,03 absorbcijos ties 734 nm bangos ilgiu.

Kalibracinei kreivei gauti buvo paruoSiamos skirtingy koncentracijy (0,25-2,5 pM) Trolox
etaloniniai tirpalai, iSmatuojama jy absorbcija ties 734 nm bangos ilgiu, nubraizoma kalibraciné
kreivé ir iSvedama lygtis. Trolox ekvivalentas (TE), atitinka tokj Trolox kieki pmol, kuris tokiomis
paciomis tyrimo salygomis turi vienodg antioksidacinj aktyvuma, kokj turi 1 g sausos augalinés
medziagos.

Antioksidacinis braskiy lapy aktyvumas buvo tiriamas j 280 uL praskiesto ABTS™" tirpalo jpylus 20
ulL ekstrakto. Kaip kontrolinis méginys naudotas distiliuotas vanduo. Kiekvienam tiriamajam
méginiui atlikta po 3 pakartojimus. Minéti tirpalai supilstomi j mikroléksteles, paliekama inkubuotis
20 min. kambario temperatiiroje. PO jvykusios reakcijos, spektrofotometru matuojamas tiriamyjy
tirpaly absorbcijos slopinimas ir sumazéjimas ties 734 nm bangos ilgiu. Gauti rezultatai
apskai¢iuojami ir lyginami su Trolox standartiniy tirpaly 0,25-2,5 pM koncentracijos diapazone
sukeltu slopinimu. ABTS antioksidacinis aktyvumas iSreiSkiamas trolokso ekvivalento
antioksidacine geba 1 g liofilizuotos braskiy lapy masés (mM TE/Q).

2.8.2. Antioksidacinio aktyvumo braskiy lapuose nustatymas DPPH metodu

DPPH tyrimas yra vienas i§ metody, naudojamy augaly ekstrakty antioksidaciniam potencialui
nustatyti. Tai kolorimetrinis tyrimas, taikomas hidrofobiniams antioksidantams. Radikalas tirpsta
Ivairiuose organiniuose tirpikliuose, bet netirpsta vandenyje. Paprastai jis iStirpsta metanolyje,
etanolyje arba jy vandeniniuose miSiniuose. DPPH antioksidacinio aktyvumo nustatymo metodas
pagrijstas tamsiai violetinés tirpalo spalvos intensyvumo sumazéjimu ir DPPH® radikalo redukavimu
iki stabiliy, suteikianc¢iy tirpalui $viesiai gelsvg spalvg DPPH molekuliy, dalyvaujant antioksidantui
(zr. 2.10 pav.). Spalvos pokytis nustatomas iSmatuojant absorbcijg spektrofotometru esant 515-520
nm bangos ilgiui [136].

NO,
O,N
"~ No,
N
\
N

e Yy
O

DPPH’ DPPH-H

515 nm \

Kk
o]
N
b4
I
z
z
o]
N

A-H - antioksidantas b)
2.10 pav. Spalvos kitimas atlieckant DPPH tyrima (a); DPPH tyrimo reakcijos (b)

DPPH antioksidacinis aktyvumas iSmatuotas pagal modifikuotg Brand-Williams ir kt. (1995)
metodikg [138].
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Antioksidacinis braskiy lapy aktyvumas buvo nustatytas naudojant DPPH" kaip laisvajj radikalg. Prie$
analize¢ Svieziai paruoSiamas pradinis DPPH" tirpalas: 0,005 g DPPH praskiedziama 100 mL gryno
metanolio matavimo kolboje ir apsaugoma nuo S$viesos, naudojant aliuminio folijg. Absorbcijos
vertés buvo nustatytos 0,80 + 0,03 515 nm bangos ilgyje.

Antioksidacinis braskiy lapy aktyvumas buvo tiriamas 1 280 uL. DPPH" tirpalo jpylus 20 pL ekstrakto.
Kaip kontrolinis méginys naudotas grynas metanolis. Kiekvienam tiriamajam méginiui atlikta po 3
pakartojimus. Minéti tirpalai supilstomi j mikroléksteles, palickama inkubuotis 16 min. kambario
temperatiiroje. ISmatuojama absorbcija 515 nm bangos ilgyje.

Kalibraciné kreivé ruosiama i$ skirtingy koncentracijy TroloX etaloniniy tirpaly (0,25-2,5 uM), kuriy
absorbcija matuota esant 515 nm bangos ilgiui. DPPH antioksidacinis aktyvumas isreiSkiamas
trolokso ekvivalento antioksidacine geba 1 g liofilizuotos braskiy lapy masés (mM TE/Q).

2.8.3. Antioksidacinio aktyvumo braskiy lapuose nustatymas FRAP metodu

Gelezj redukuojancios antioksidacinés galios (FRAP) tyrimas yra tipiSkas elektrony perdavimu
pagrijstas kolorimetrinis metodas, kuriuo matuojamas gelezies jony (Fe**-TPTZ) komplekso
redukavimas | intensyviai mélyng gelezies (Fe?*-TPTZ) kompleksg veikiant antioksidantams
rugstingje terpéje. Antioksidacinis aktyvumas nustatomas kaip absorbcijos padidéjimas matuojant
600 nm bangos ilgyje (zr. 2.11 pav.). FRAP tyrimas atlickamas riigstinéje terpéje (pH 3,6), sickiant
iSlaikyti gelezies tirpumg ir paskatinti elektrony perdavima [136].
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2.11 pav. Spalvos kitimas atliekant FRAP tyrimg (a); FRAP tyrimo reakcijos (b)

Antioksidacinio aktyvumo nustatymas FRAP metodu buvo atliktas pagal modifikuota Benzie ir
Strain‘o (1996) metodika [139].

Pries darbg $vieziai pagaminamas FRAP reagentas: santykiu 10:1:1 sumaiSoma natrio acetato
buferinis tirpalas (300 mM; pH 3,6), TPTZ tirpalas (10 mM; HCI ragstyje (40mM)) ir gelezies
chlorido heksahidrato tirpalas (20 mM).

Analizei tiriamasis tirpalas paruoSiamas 20 pl ekstrakto sumaiSant su 280 pL paruosto FRAP
reagento tirpalo mikrolékstelése ir inkubuojama kambario temperatiiroje 20 min. prie$ iSmatuojant
absorbcija 600 nm. Kiekvienas matavimas atliktas trimis pakartojimais. Etaloninis tirpalas
pagaminamas tokiu pac¢iu biudu, vietoj ekstrakto pilant iSgryninta vandenj. Kalibracinei kreivei
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ruoSiami skirtingy koncentracijy trolokso tirpalai (0,20-2,0 mM), kuriy absorbcija matuota esant 600
nm bangos ilgiui. Gelezj redukuojantis antioksidacinis aktyvumas isreiskiamas trolokso ekvivalento
antioksidacing geba 1 g liofilizuotos braskiy lapy masés (umol TE/g).

2.9. Braskiy lapy bendros fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymo tyrimas pagal Folino
— Kiokalto metoda

Folin — Ciocalteu (FC) tyrimas yra dazniausiai naudojamas metodas bendrai fenoliniy junginiy
koncentracijai (TPC) jvairiuose augaluose ir jy ekstraktuose nustatyti.

FC tyrimas yra kolorimetrinis metodas, pagristas elektrony perdavimo reakcijomis tarp FC reagento
ir fenoliniy junginiy, kur antioksidantai veikia kaip elektrony donorai (reduktoriai), o FC — kaip
elektrony akceptorius (oksidatorius). Fosfomolibdato ir fosfovolframo riigé¢iy anijoniniy dariniy
redukcija antioksidantais sukelia spalvos pasikeitimg i$§ geltonos j mélyna, o spalvos poslinkio dydis
pasibaigus reakcijai yra tiesiogiai proporcingas fenoliniy junginiy redukciniam aktyvumui (zr. 2.12
pav.). Dél elektrony pernesimo i$ fenoliniy junginiy j rigs¢iy kompleksus Sarminiame tirpale susidarg
mélyni kompleksai spektrofotometriskai gali bati iSmatuoti 765 nm bangos ilgyje. Fenoliai ir
polifenoliniai junginiai su FC reagentu reaguoja esant stipriai Sarminéms salygoms (pH 10,9), taciau
aprasyta metody, kai FC tyrimas atlickamas ir stipriai ragstinémis saglygomis (pH 1,8) [136].

HO OH
OH
765
nm M
HO OH Redukuotas
Folin-Ciocalteu reagentas
(W8*, Mo®*)

- a) ) b)

2.12 pav. Spalvos kitimas atliekant FC tyrimg (a); Folin — Ciocalteu reagento redukcija, kurig sukelia fenoliy
oksidacija méginyje (b)

Tyrimas atliekamas pagal modifikuotg Singleton‘o ir kt. (1999) metodika [140].

Paruosiamas Folin — Ciocalteu fenoliy reagentas, pradinj reagenta praskiedus 10 karty distiliuotu
vandeniu. Mikrolékstelése j 20 uL ekstrakto jdedama 40 pL FC reagento ir 160 pL Na2COz (7,5 %),
inkubuojama 20 min. kambario temperatiiroje tamsoje. Tiriamyjy tirpaly absorbcija matuojama
spektrofotometriskai, esant 765 nm bangos ilgiui, trimis pakartojimais. Etaloninis tirpalas
pagaminamas tokiu paciu btdu, vietoj ekstrakto pilant 80 % etanolj. Kaip standartas kalibracinei
kreivei naudojama galo riigstis ir antioksidanto redukcinis gebéjimas matuojamas galo rugsties
ekvivalentais (mg GAE)/g liofilizuotos braskiy lapy masés. Méginiai kalibracinei kreivei paruoSiami
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ta pacia metodika kaip ir tiriamieji, tik vietoj ekstrakto pilamas skirtingy koncentracijy galo rtigsties
tirpalas.

2.10. Chlorofily a, b ir karotinoidy koncentracijos nustatymas braskiy lapuose

Chlorofilai ir karotinoidai yra pigmentai, randami jvairiose augaly raSyse. Ir chlorofilai, ir
karotinoidai atlicka svarby vaidmenj fotosintezéje ir turi antioksidaciniy savybiy, padedanciy
apsaugoti augaly lasteles nuo oksidacinés pazaidos, kurig sukelia jvairiis biotiniai ir abiotiniai
veiksniai. Tik dviejy tipy chlorofilai (a ir b) yra aukstesniuose augaluose, o kiti (c, d, e, f) aptinkami
dar ir dumbliuose bei bakterijose. Augalai, turintys didesnj chlorofily kiekj, pasizymi geresne laisvyjy
radikaly suri§imo geba ir biologiskai aktyviomis savybémis. Karotinoidy daugiausia yra augaluose,
vaisiuose, darzovése, dumbliuose ir fotosintetinangiose bakterijose. Sie lipofiliniai pigmentai suteikia
augalams geltona, oranzing ir raudong spalva. Karotinodai pagal funkcines grupes skirstomi
karotinus ir ksantofilus. Karotinams priskiriami: a-karotinas, B-karotinas, likopenas, o ksantofilams:
liuteinas, neoksantinas, zeaksantinas [141].

Chlorofily a, b ir karotinoidy koncentracijos nustatymas atliktas pagal modifikuotas $iy junginiy
nustatymo metodikas [142, 143].

Chlorofily (a, b, bendrojo (at+b)) ir karotinoidy (ksantofily ir karotiny) koncentracija nustatyta
spektrofotometriskai matuojant i§ anksto paruosStus braskiy lapy etanolinius ekstraktus prie 470, 645
ir 662 nm bangos ilgiy. Junginiy koncentracija apskaic¢iuota pagal metodikoje pateiktas lygtis ir
iSreikSta mg/g liofilizuotos braskiy lapy masés:

Cq =11.75- Aggz — 2.35 " Agys; (2.3)
Cp = 18.61 - Agys — 3.96 - Ao (2.4)
Carp = 7.79  Aggr + 16.26 - Agys; (2.5)
Cove = 1000'A47o—22-277-Ca—81.4-cb; (2.6)
cia:

Ca — chlorofilo a koncentracija, mg/g;

Cy — chlorofilo b koncentracija, mg/g;

Ca+b — chlorofilo a ir b koncentracija, mg/g;

Cx+c — karotinoidy (ksantofily ir karotiny) koncentracija, mg/g;
A — absorbcija pasirinktame bangos ilgyje.

2.11. Tyrimy duomeny analizé ir apdorojimas

Gauty tyrimy rezultaty analizé ir apdorojimas atliktas Microsoft Excel kompiuterine programa.
Struktiirinés cheminiy junginiy formulés braizytos ChemSketch programa. GvazdikmedZio ekstrakto
aparatiiriné schema nubraizyta naudojant Microsoft Visio programa.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

3.1. Pilkojo puvinio (lot. B. cinerea) slopinimas gvazdikmedZio ekstraktu braskiy augimo
metu

Siekiant istirti gvazdikmedzio pumpury ekstrakto gebéjimag slopinti braskiy pilkaji puvinj, kurj
sukelia B. cinerea, buvo jvertintas uzkrésty lapy ligos intensyvumas balais (0-5) ir apskai¢iuotas
procentinis lapy pazeidimas. Pilkojo puvinio plitimas braskése vertintas praéjus 4 ir 7 paroms po
uzkrétimo, slankmaciu matuojant patogeno sukelto pazeidimo ir braskiy lapy skersmenj dviem
kryptimis (mm), bei jvertinant lapy pazeidimg balais (baly vidurkis). Taip pat apskaiCiuoti
standartiniai nuokrypiai nuo vidurkio.

Braskiy lapy pilkojo puvinio pazeidimo vertinimas balais pateiktas 3.1 pav. Lyginamos purkstos
gvazdikmedzio 0,20 % koncentracijos augaliniu ekstraktu ir B. cinerea uzkréstos braskés (GV-BC),
su kontrolinio varianto nepurk$tomis, taciau B. cinerea uzkréstomis braskémis (KONTR-BC).
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3.1 pav. Pilkojo puvinio pazeidimo intensyvumas balais braskiy lapuose vertinant 4 ir 7 parg po uzkrétimo

Ivertinus ligos sukelto pazeidimo intensyvumg balais praéjus 4 paroms po augaly uZzkrétimo
patogenu, matyti, kad gvazdikmedZzio ekstraktu nupurkstus ir uzkréstus augalus pilkasis puvinys
paveiké Siek tiek maziau (1,13 balo), negu nepurkstus ir uzkréstus augalus (1,23 balo). Vertinimo
rezultatai, praéjus 7 paroms po uzkrétimo, rodo panasig rezultaty tendencija kaip ir pragjus 4 paroms,
i8skyrus tai, kad padidéjo baly vidurkio skirtumas tarp varianty — gvazdikmedzio ekstraktu purksty ir
B. cinerea krésty braskiy lapy pazeidimas sieké 3,20 baly, o kontrolinio varianto augaly — 3,48 baly.
Nuo 4 iki 7 paros pazeidimas pilkuoju puviniu augaluose paintensyvéjo 2,8 karto abiejuose
tiriamuosiuose variantuose. Skirtumas tarp gauty rezultaty néra didelis, taciau registruotas
slopinamasis gvazdikmedzio COz ekstrakto poveikis B. cinerea sukelto pilkojo puvinio
intensyvumui, kas rodo $io ekstrakto, kaip antigrybinés medZiagos, perspektyvas. Siame tyrime
taikytas mazai koncentruotas (0,20 %) ekstrakto misinys su vandeniu. Grybiniy ligy intensyvumas
balais mokslininky daugiausia vertintas in vitro saglygomis arba vaisiuose ir uogose. Palyginus gautus
rezultatus su kity mokslininky tyrimais, matomos tam tikros tendencijos. Mokslininkai [144] tyré
gauruotosios unkarijos (lot. Uncaria tomentosa) zievés ekstrakto poveikj B. cinerea kontrolei in vitro
ir po derliaus nuémimo, uogy saugojimo metu. Atsizvelgiant j efektyviausiy in vitro tyrimy rezultatus,
braskés buvo apdorotos chitozany oligomery ir U. tomentosa konjuguotais kompleksais ir vertintos
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10 dieny po uzkrétimo. Geriausia B. cinerea dirbtinai uzkrésty braskiy vaisiy apsauga buvo stebima
esant didziausiai koncentracijai (1000 pg/mL), kur jvertintas ligos sunkumo laipsnis balais buvo tik
0,5. Mazesnis slopinimas buvo fiksuotas veikiant 500 pg/mL koncentracija (1,7 balo) ir 100 pg/mL
koncentracija (3,5 balo), lyginant su 4,4 balo jvertintu kontroliniu variantu. Tiriamas ir kity
aromatiniy augaly eteriniy aliejy antigrybinis poveikis B. cinerea [145]. Tiriant antigrybinj aktyvuma
in vitro geriausius rezultatus parodé Saltmétés (lot. Mentha spicata) ir imbierinés citrinzolés (lot.
Cymbopogon martinii) eteriniai aliejai. Augimo metu $iais eteriniais aliejais (10 % koncentracijos)
apdorotose braskése patogeno sukeltos ligos sunkumas nebuvo toks didelis, o daznis sumazéjo
atitinkamai 100 % ir 83 %. Nors gauti daug Zadantys rezultatai, tokiy dideliy koncentracijy augaliniy
medziagy naudojimas gali sukelti augaly stresa, kuris gali pasireiksti netgi herbicidiniu poveikiu ir
sunaikinti augalus. Kai kurie mokslininkai [135] netgi tiria skirtingy gvazdikmedzio eteriniy aliejy
frakcijy fitotoksinj poveikj piktzoléms. Tyrimy metu buvo nustatyta, kad skirtingos eteriniy aliejy
frakcijos slopina Senna obtusifolia ir Mimosa pudica $akny daiguma ir augima, taigi, turi fitotoksinj
poveikj invazinéms augaly raSims. Taip pat buvo tiriamas gvazdikmedZzio ir eukalipto eterinio
aliejaus (2,5 %, 5 % ir 10 % koncentracijy) herbicidinis poveikis [146] ir prie§ kitas vienmetes
piktzoles: Sisymbrium irio, Melilotus indicus, Raphanus raphanistrum ir Chenopodium album. Siame
tyrime 10 % gvazdikmedZio eterinis aliejus parodé stipry bioherbicidinj potencialg prie§ tirtas
piktzoles, taciau eukalipto eterinis aliejus Zoliy augimg stabdé efektyviau. D¢l tokio jvairiapusisko
gvazdikmedzio ekstrakty ir eteriniy aliejy poveikio, atliekami tyrimai naudojant skirtingus ekstraktus
jvairiomis koncentracijomis. Nors augaly ekstraktai ir eteriniai aliejai gali biiti labai veiksmingi prie$
grybinius patogenus kontroliuojamomis laboratorinémis salygomis, sudétingas ir jvairus realios
aplinkos poveikis daznai sumazina jy efektyvuma. Stai, pavyzdziui, Sernaités [147] atlikty
eksperimenty i§vados tai patvirtina. Nepaisant gauto didelio antigrybinio aktyvumo in vitro sglygomis
pries B. cinerea, i$skirto i§ obuoliy ir braskiy, tirty cinamono, kvapiojo pipiro ir lauro ekstrakty
poveikis naudojant ant obuoliy vaisiy nebuvo veiksmingas. Cinamono ekstraktas pasizyméjo
geriausiu antigrybiniu aktyvumu prie§ obuoliy pilkajj puvinj, taciau slopinamasis poveikis nebuvo
reikSmingas.

4 ir 7 parg po augaly uzkrétimo taip pat buvo matuojama infekcijos sukelta Zaizda ir apskai€iuojamas
procentinis lapo pazeidimas (zr. formule (2.1), 34 p.). Gauti rezultatai (zr. 3.2 pav.) koreliuoja su
uzkrésty lapy pazeidimo vertinimu balais.
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Apskaiéiavus pazeisty lapy dalj (%) 4 parg po uzkrétimo buvo gauti mazai besiskiriantys rezultatai
tarp varianty. Nepurksty braskiy lapy procentinio pazeidimo vidurkis sieké 4,19 %, o gvazdikmedzio
ekstraktu purksty braskiy — 3,62 %. Praéjus dar 3 paroms ir atlikus paskutinj vertinima, 7 para po
uzkrétimo buvo fiksuotas padidéjes lapy pazeidimas — 8,7 k. kontroliniame variante ir 7,9 k.
panaudojus augalinj ekstrakta. Pastarojo varianto buvo pazeista 7,73 % maziau lapy lyginant su
nepurkstomis braskémis. Galima teigti, kad 0,20 % koncentracijos gvazdikmedzio CO> ekstraktas
slopino B. cinerea sukeliamus lapy pazeidimus $iltnamyje auginamose braskése.

Nors yra tyrimy apie jvairiy augaliniy ekstrakty ir eteriniy aliejy veiksminguma nuo grybiniy ligy
sukéléjy laboratorinémis sglygomis, néra daug eksperimenty tirian¢iy B. cinerea infekcijos plitima
naudojant gvazdikmedzio ekstraktg realiomis augimo sglygomis. Dauguma tyrimy atlickami in vitro
saglygomis dél praktiSskumo ir suteikia pirminius duomenis, padedancéius nustatyti perspektyvias
medZiagas tolesniems tyrimams sudétingesnémis ir kintané¢iomis in vivo sglygomis. Dél to yra svarbu
pradéti tirti jvairiy formy natiraliy augaly ekstrakty veiksmingumg augaly augimo metu
(Siltnamiuose, laukuose) arba sandélivojant. Castellanos ir kt. [148] nustaté, kad gvazdikmedzio
eterinis aliejus ir ekstraktas galéty biti alternatyvus sprendimas pavojingy cheminiy fungicidy
naudojimui pomidory vaisiams sandéliavimo ir transportavimo metu, siekiant sumazinti infekcija po
derliaus nuémimo. Mokslininky tyrimy metu gauti rezultatai parod¢, kad $i biologiné medziaga yra
veiksminga prie$ grybinius patogenus F. oxysporum ir A. niger in vitro, kai koncentracija yra nuo 400
ppm (0,04 %) iki 500 ppm (0,05 %) ir praéjus 10 gryby kolonijy augimo dieny. Kita vertus, eteriniai
aliejai ir funkciniai ekstraktai (350, 400 ir 450 ppm) sumazino A. niger augima nuo 50 % iki 70 %, o
F. oxysporum — iki 40 % pomidory vaisiuose. Lyginant miisy eksperimento rezultatus su apraSyto
tyrimo duomenimis, pastebimas panasus tiriamyjy medZziagy poveikis, kuomet negautas stiprus ligos
slopinimas. Tai gali biiti siejama su tam tikrais aplinkos veiksniais ir ekstrakty koncentracija. Platus
tyrimas, analizuojant cinamono ir gvazdikmedzio ekstrakty biofungicidinj poveik;j pilkajam puviniui
in vitro ir braskiy lapuose Petri lekstelese, buvo atliktas Sernaités ir kt. [149]. Buvo pastebétas
gvazdikmedzio ekstrakto gebéjimas slopinti B. cinerea braskiy lapuose in vitro salygomis, taciau jy
tyrime nebuvo atliktas vertinimas augaly augimo metu. Biitent todél Siame tyrime uZfiksuoti priesingi
duomenys: braskés buvo auginamos realioje aplinkoje Siltnamyje, registruotas silpnas slopinantis
patogena ekstrakto poveikis, kurj galéjo lemti natiiralioje aplinkoje augala veikiantys kintamieji bei
pacio augalo gebéjimas kovoti su patogeno keliama infekcija.

Placiai tiriami ir kity aromatiniy augaly ekstraktai bei eteriniai aliejai jvairiy augaly augimo metu.
Daug zadancius rezultatus gavo Ahmed‘as ir kt. [150], tyre 8 skirtingy aromatiniy augaly eteriniy
aliejy ir augaliniy ekstrakty slopinamajj poveikj pries medetky patogeninius grybus. Augaly sékly
mirkymas ir lapy purSkimas augaliniais produktais vazonuose augintose medetkose efektyviai padéjo
slopinti $akny puvinj ir lapy vytimg. S¢jamyjy kanapiy (lot. Cannabis sativa) ir baltojo jostro (lot.
Plumeria alba) vandeniniy ekstrakty efektyvumas pries aitriyjy pipiry pilkaji puvinj buvo vertintas
augaly panardinimo ir impregnavimo metodais [151]. Pastebéta, kad dirbtinai B. cinerea uzkrésty
aitriosios paprikos vaisiy tinkamumo vartoti terminas po panardinimo ekstraktuose pageréjo
atitinkamai 4 ir 5 dienomis, o apvyniojus impregnuotais apvalkalais — pailgéjo 3 ir 5 dienomis. Buvo
tirtas ir kalendry sékly produkty veiksmingumas slopinant B. cinerea infekcijg braskiy augaluose [7].
Efektyviausiai patogeno plitimg in vitro sloping kalendry produktai antigrybiniu aktyvumu
pasizyméjo ir augaly augimo metu. MazZiausia patogeno infekcija uzfiksuota braskiy lapuose,
apdorotuose 1,2 % koncentracijos eteriniu aliejumi bei 0,12 % koncentracijos eteriniu aliejumi su
hidrozoliu, o purskimas kalendry ekstraktu nebuvo veiksmingas. Sio tyrimo rezultatai koreliuoja su
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misy tyrimo metu uzfiksuotais duomenimis, abiejuose tyrimuose naudotos nedideliy koncentracijy
augalinés priemonés ir gautas panasus patogeno slopinimo efektyvumas.

Sio tyrimo rezultatai suteikia svarbios informacijos apie tolesnj natiraliy augaliniy medZiagy
naudojimo etapa in vivo, siekiant uzkirsti kelig pilkojo puvinio plitimui, nes iki §iol gvazdikmedzio
ekstrakto fungicidinis poveikis dazniausiai tirtas in vitro. Eksperimenty su braskémis metu
gvazdikmedzio CO; ekstraktas sumazino B. cinerea sukeliamos ligos sunkuma in vivo. Kol kas néra
daug duomeny apie augaly ekstrakty naudojimg ant braskiy kontroliuojamomis klimato saglygomis,
todél apibendrintai galima pasakyti, kad in vivo eksperimenty atlikimas yra labai svarbus norint
patvirtinti arba paneigti laboratorinius duomenis, suprasti visapusj augaliniy ekstrakty poveikj
nattralioje aplinkoje ir uztikrinti jy praktinj pritaikyma ir veiksminguma.

3.2. Sausos medZziagos braskiu lapuose

3.1 lentel¢je pateiktas apskaiciuotas skirtingy varianty braskiy lapy liofilizuotos ir zalios masés
santykis (zr. formulg (2.2), 34 p.). Rezultatuose matoma, kad surinkty lapy méginiai atitinka 26-35
% zaliy braskiy lapy masés. KONTR-BC variante pastebétas didéjantis sausos ir Zalios masés
santykis, kas gali biiti paaiSkinta plintancia B. cinerea sukelta infekcija. Pirmiausia, Sie pokyciai gali
biiti siejami su patogeno sukelta dehidratacija braskiy lapuose, medZziagy apykaitos pokyciais,
sustipréjusiais gynybos mechanizmais bei pagreitéjusiu sen¢jimu. Tai atspindi sudétingas fiziologines
ir biochemines augaly reakcijas, kuriomis kovojama su patogenu. Ta¢iau GV-BC varianto éminiuose
liofilizuotos ir zalios lapy masés santykio didéjimas nefiksuotas. Kita vertus, GV varianto braskiy
lapuose stebétas mazéjantis liofilizuotos ir zalios masés santykis bégant laikui, kas gali buti siejama
su suaktyvejusia augalo vandens apykaita po poveikio augaliniu ekstraktu.

3.1 lentelé. Braskiy lapy liofilizuotos ir Zalios masés santykis

Eminiy Nr.
0 DPU 3 DPU 7 DPU
Varianto kodas
KONTR 0,30 + 0,03 0,27 £ 0,02 0,31+ 0,03
KONTR-BC 0,27 + 0,08 0,29 + 0,04 0,30 + 0,05
GV 0,30+ 0,05 0,28 + 0,06 0,26 + 0,08
GV-BC 0,35+ 0,02 0,30+ 0,09 0,30 + 0,06

3.3. Antioksidacinés braskiy sistemos atsakas j poveiki gvazdikmedzio ekstraktu

Antioksidacinés sistemos atsako poky¢iai sveikose ir pilkojo puvinio pazeistose braskése, paveikus
jas gvazdikmedzio ekstraktu, buvo jvertinti trimis skirtingais metodais:

e matuojant ABTS antioksidacinj aktyvuma,;
e tiriant DPPH antioksidacinj aktyvuma;

e nustatant antioksidacinj aktyvuma FRAP metodu.
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Tyrimams braskiy lapy éminiai buvo surinkti prie§ 3-iajj purskima dar neuzkrétus augaly (0 DPU),
véliau pra¢jus 3 (3 DPU) ir 7 (7 DPU) dienoms po augaly uzkrétimo B. cinerea.

3.3.1. Antioksidacinio aktyvumo braskiy lapuose nustatymo ABTS metodu rezultatai

ABTS antioksidacinio aktyvumo tyrimo rezultatai braskiy lapy méginiuose pateikti 3.3 pav.:
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3.3 pav. Antioksidacinis ABTS aktyvumas (mM TE/g) braskiy lapuose skirtinguose eksperimento
etapuose

Vertinant tiriamyjy braskiy lapy méginiy, surinkty prie§ 3-igjj purS§kimg (0 DPU), 3-ig dieng po
uzkrétimo (3 DPU) ir 7-g dieng po uzkrétimo (7 DPU), rezultatus matyti, kad nepurksty sveiky augaly
lapai (KONTR) antioksidaciniu aktyvumu mazai skyrési nuo nepurksty, bet uzkrésty augaly
(KONTR-BC) visomis vertinimo dienomis. Taigi galima teigti, jog uzkrétimas B. cinerea nepaveiké
augalo antioksidanty, geban¢iy suristi ABTS™ radikalg, kaupimo.

Po 3-i0jo augaly purskimo augaliniu ekstraktu, taciau pilkojo puvinio infekcijai dar nespéjus isplisti
(3 DPU rezultatai), nepastebéta antioksidacinio ABTS aktyvumo dideliy poky¢iy gvazdikmedZzio
ekstraktu purkstuose sveikuose augaluose (GV). Registruotas mazesnis aktyvumas lyginant su
pirmojo matavimo rezultatais.

Zenklus antioksidacinio aktyvumo padidéjimas fiksuotas iStyrus 7 para po uzkrétimo gvazdikmedzZio
ekstraktu purksty, sveiky braskiy lapy méginius (GV). Juose ismatuoto ABTS antioksidacinio
aktyvumo vidurkis buvo 4177,72 mM TE/g ir tai yra beveik 3 k. daugiau lyginant su nepurkstais
sveikais augalais. Rezultatai rodo, kad braskiy apdorojimas gvazdikmedZzio ekstraktu reik§mingai
paveike antioksidacinj aktyvuma jy lapuose, lyginant su KONTR éminiais. Kadangi augalai reaguoja
1 visus aplinkos pokyc€ius, todél panaudojus gausy antioksidanty ir kity veikliyjy medziagy
gvazdikmedzio ekstrakta ant braskiy lapy, buvo pastebétas iSauges jy antioksidacinés ABTS sistemos
atsakas.

Didziausias antioksidacinio aktyvumo Suolis buvo fiksuotas iSmatavus gvazdikmedzio ekstraktu
purksty ir B. cinerea uzkrésty braskiy lapy (GV-BC) ABTS antioksidacinj aktyvuma. Braskiy lapy
inokuliacija ir veikimas gvazdikmedzio ekstraktu eksperimento metu padidino augaly antioksidacinés
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sistemos aktyvuma daugiau nei 3 k. lyginant su uzkréstomis ir nepurkstomis braskémis eksperimento
pradzioje ir pabaigoje. Infekcijos plitimas kartu su poveikiu augaliniu ekstraktu sukélé stipry braskiy
antioksidacinés sistemos atsaka, kuris vertinamas kaip padidéjes ABTS™" laisvyjy radikaly suri§imas
lapuose. Antioksidacinio aktyvumo padidéjimas rodo augaliniy ekstrakty vaidmenj aktyvinant augaly
apsaugos sistema sintetinant reaktyviyjy laisvyjy radikaly surisime dalyvaujancius junginius, kurie
susidaro ir patogeno infekcijos plitimo metu.

IS gauty rezultaty matyti, kad braskiy lapy purskimas 0,20 % koncentracijos gvazdikmedzio CO2
ekstraktu padidino tiek uzkrésty, tiek sveiky augaly lapy antioksidacinj aktyvuma, iSmatuotg ABTS
metodu. Aktyvus ABTS antioksidacinés sistemos atsakas po veikimo gvazdikmedzio ekstraktu
galimai turéjo poveikj ir B. cinerea sukeltos ligos intensyvumo mazinimui.

3.3.2. Antioksidacinio aktyvumo braskiy lapuose nustatymo DPPH metodu rezultatai

DPPH antioksidacinio aktyvumo tyrimo rezultatai braskiy lapy méginiuose pateikti 3.4 pav.:
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3.4 pav. Antioksidacinis DPPH aktyvumas (mM TE/qg) braskiy lapuose skirtinguose eksperimento etapuose

Atlikus méginiy antioksidacinio aktyvumo analiz¢ DPPH metodu, gauti skirtingi rezultatai tarp
braskiy, kurios buvo nupurkstos ekstraktu, bei neapdoroty braskiy.

Pradiniuose braskiy lapy méginiuose (0 DPU) DPPH metodu iSmatuotas antioksidacinis aktyvumas
nepurkstuose variantuose (KONTR ir KONTR-BC) bei purk§tame gvazdikmedzio ekstraktu GV
variante tarpusavyje beveik nesiskyré. Tuo tarpu GV-BC éminyje fiksuotas didesnis antioksidacinis
DPPH aktyvumas nei minétuose variantuose. Kadangi GV ir GV-BC augalai prie§ pirmuosius lapy
éminius tiriamu ekstraktu buvo apdoroti vienodai, nustatytas didesnis antioksidacinis aktyvumai
galimai priklausé nuo kity iSoriniy veiksniy Siltnamyje. Abu kontroliniai variantai, KONTR ir
KONTR-BC, 0 DPU pasizyméjo didesniu antioksidaciniu aktyvumu negu 3 DPU, taciau paskutinio
matavimo metu surinkty braskiy lapy antioksidacinis aktyvumas Siek tiek padidéjo. Tokie
svyruojantys, bet mazai besiskiriantys, rezultatai rodo, kad Sio eksperimento metu braskiy DPPH
antioksidaciné sistema mazai reagavo i uzkratg patogenu, kadangi kontroliniai variantai tarpusavyje
beveik nesiskiria, taip pat skirtumas mazas ir eksperimento eigoje.
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Apdorojus augalus gvazdikmedzio ekstraktu 3-ig kartg ir praéjus 3 dienoms po uzkrétimo (3 DPU
rezultatai) buvo pastebéti antioksidacinés sistemos pokyciai ekstraktu apdorotuose augaluose. GV ir
GV-BC variantuose pastebéta antioksidacinio DPPH aktyvumo maz¢jimo tendencija bégant laikui.
Siuo atveju pastebéta braskiy antioksidacinés sistemos reakcija j poveikj gvazdikmedzio ekstraktu
buvo prieSinga negu ABTS tyrimo atveju, kai buvo gautas padidéjes antioksidacinis aktyvumas.
Zymiausias DPPH antioksidacinio aktyvumo sumaZé¢jimas fiksuotas gvazdikmedZio ekstraktu
purkstuose augaluose (GV), o i$ viso praéjus 7 paroms nuo 3-i0jo apdorojimo ekstraktu, DPPH
aktyvumas sumazéjo 1,7 k. Gvazdikmedzio ekstraktu purksty ir B. cinerea uzkrésty braskiy (GV-
BC) antioksidacinis aktyvumas proporcingai mazéjo. Dar neuzkrésto GV-BC augalo (0 DPU)
antioksidacinis aktyvumas buvo didesnis negu po uzkrétimo (3 DPU) ir infekcijai iSplitus (7 DPU).
Abiejy gvazdikmedzio ekstraktais paveikty varianty antioksidacinis aktyvumas, iSmatuotas DPPH
metodu, buvo mazesnis uz KONTR ir KONTR-BC 7-3 dieng po inokuliacijos patogeninio grybo
miceliu surinktuose lapy éminiuose.

ISanalizavus DPPH metodu gautus rezultatus, pastebétas prieSingas braskiy lapy antioksidacinés
sistemos atsakas, negu matuojant ABTS metodu. Tai parodo ne vienoda augaluose esanciy
antioksidanty atsakg j poveikj gvazdikmedzio ekstraktu. Matuojant antioksidacinj DPPH aktyvuma
braskiy lapuose, buvo pastebéta aktyvumo mazé¢jimo tendencija tuose variantuose, kurie buvo
paveikti 0,20 % koncentracijos gvazdikmedzio ekstraktu. Galima manyti, kad junginiy, suriSanciy
DPPH" radikalg sintezé¢ buvo pristabdyta ir aktyvumo mazéjimas buvo nulemtas gvazdikmedzio
ekstrakto. Reikia jvertinti, jog nesant infekcijai, apdorojimas gvazdikmedzio ekstrakty sumazinty
DPPH antioksidacinj aktyvuma, kas gali turéti ir neigiamy pasekmiy augalui.

3.3.3. Antioksidacinio aktyvumo braskiu lapuose nustatymo FRAP metodu rezultatai

Braskiy antioksidacinés sistemos atsako nustatymo FRAP metodu rezultatai tirtuose méginiuose
skirtingais eksperimento etapais pateikti 3.5 pav.:
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3.5 pav. Antioksidacinis FRAP aktyvumas (umol TE/g) braskiy lapuose skirtinguose eksperimento etapuose

Braskiy lapy antioksidacinio aktyvumo FRAP metodu tyrimo rezultatai parod¢, kad pokyciy
tendencijos buvo panaSios visuose tirtuose variantuose, iSskyrus gvazdikmedziu purkstose sveikose
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braskése. Antioksidacinio aktyvumo kitimo tendencija kontroliniy braskiy augaly lapuose buvo
panasi kaip ir DPPH antioksidacinio aktyvumo, kuomet eksperimento eigoje buvo nustatytas
sumazéjes aktyvumas, kuris pabaigoje padidéjo.

Atlikta gvazdikmedZzio ekstraktu purksty sveiky braskiy lapy (GV) analizé parodé, kad jy
antioksidacinis potencialas sumazéjo praéjus 3 paroms po poveikio gvazdikmedzio pumpury
ekstraktu ir buvo mazesnis uz abu kontrolinius variantus 7 DPU. Nesiskiriantys 3 DPU ir 7 DPU
éminiy rezultatai rodo, kad braskiy lapy purSkimas gvazdikmedzio ekstraktu netur¢jo didelés jtakos
antioksidaciniame FRAP aktyvumo nustatyme dalyvaujantiems braskiy lapy junginiams, prieSingai,
galéjo sukelti silpnéjant] sistemos atsaky, nes aktyvumas buvo mazesnis nei prieS 3-i3jj augaly
purskimg (0 DPU).

Analizuojant KONTR-BC ir GV-BC braskiy lapy éminiy rezultatus matyti, kad atlikus 3-iajj
purskimg ekstraktu ir uzkrétus augalus, dar esant infekcijos pradziai, braSkiy lapy antioksidacinis
aktyvumas truputj sumazéjo (3 DPU rezultatai) lyginant su rezultatais prie§ uzkrétimg (0 DPU). Tai
rodo, kad pirminése infekcijos stadijos augalai | uzkrata reaguoja kaip | stresg, patirdami
antioksidacinés sistemos Soka, taciau greitai prisitaiko prie aplinkos poky¢iy, suaktyvindami skirtingy
sistemy ir metabolizmo veiklas, dél ko antioksidacinis aktyvumas vél padidéja (7 DPU rezultatai).
Taigi, remiantis gautais gvazdikmedzio ekstraktu purksty ir B. cinerea uzkrésty braskiy lapy (GV—
BC) antioksidacinio aktyvumo rezultatais, nustatytas padidéjes aktyvumas praéjus 7 paroms po
uzkrétimo lyginant su nepurkstais sveikais augalais (KONTR) ir nepurkstais, bet uzkréstais, augalais
(KONTR-BC). Gvazdikmedzio ekstraktas sgveikoje su B. cinerea sukelta infekcija padidino braskiy
lapy antioksidacinj atsaka.

I§ surinkty rezultaty matyti, kad 0,20 % koncentracijos gvazdikmedzio ekstrakto ir B. cinerea
patogeno poveikis braskiy augalams turéjo skirtingg poveikj antioksidaciniam aktyvumui,
iSmatuotam FRAP metodu, lyginant su kitais metodais. Po uzkrétimo ar kito pasikeitusio aplinkos
poveikio braskiy imuniné sistema susiduria su stresu, todél pasikeicia augalo antioksidacinés sistemos
veikla. Augalai greitai adaptuojasi prie pasikeitusiy aplinkos veiksniy ir daznu atveju pradeda
sintetinti dar daugiau biologiskai aktyviy medziagy, kurios gali apsaugoti biologing augalo sistemg
nuo Zalingo patogeny sukelto oksidacinio streso poveikio. Tokiy junginiy buvimas braSkiy lapuose
yra susijes su antioksidaciniu pajégumu. Apsauginiy molekuliy koncentracijos padidéjimas
antioksidaciniy junginiy pavidalu padeda jvertinti augalo atsakg ir imuninés sistemos stipruma.

Patogeno sukeltas stresas ir pakit¢ aplinkos veiksniai sukelia braskiy antioksidacinés sistemos
pokycius, tod¢l svarbu istirti antioksidacinius parametrus ir augaly reakcija. Mokslinéje literatiiroje
néra daug praneSimy apie kompleksinius, antigrybinio aktyvumo ir poveikio augaly antioksidacinei
sistemai, tyrimus. Panasios tematikos tyrima atlikusi Déné [7] su komanda tyré braskiy gynybinj
atsaka naudojant kalendry sékly produktus. Ji ne tik nustaté, kad kalendry eterinis aliejus geriausiai
slopina B. cinerea, bet ir iStyré braskiy antioksidacinés sistemos atsaka. Taciau antioksidacinis
atsakas buvo matuotas tik vieng kartg po uzkrétimo, netirtas jo pokytis. Tyrimy metu buvo nustatyta,
kad patogeno inokuliacija padidino braSkiy antioksidacinj aktyvumg iki dviejy karty. Didziausias
aktyvumas, iSmatuotas DPPH ir ABTS metodais, buvo nustatytas naudojant 1,6 % koncentracijos
ekstrakta ir 1,2 % koncentracijos eterinj aliejy. Antioksidacinis aktyvumas ir DPPH, ir ABTS metodu
didéjo kartu su padidéjusia ekstrakto koncentracija. Masy atlikty eksperimenty rezultatai i§ dalies
koreliuoja su aptarto tyrimo metu padarytomis iSvadomis — augalinio ekstrakto veikimas sgveikoje su
plintancia infekcija padidino braskiy lapy antioksidacinj aktyvuma, taciau tik uzkréstuose lapuose
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nepastebétas padidéjes aktyvumas. Musy stebéjimai taip pat atitinka ankstesniy tyréjy pateiktas
iSvadas. Kiti mokslininkai [152] nustaté, kad braskiy purSkimas arbatmedzio aliejumi prie$ derliaus
nuémima sumazina uogy puvima ir palaiko jy kokybe. Sis poveikis susijes su mikroorganizmy
skaiiaus sumaz¢jimu vaisiy pavirsiuje, padidéjusiu antioksidanty aktyvumu ir su gynybiniu atsaku
susijusiy baltymy reguliavimu. Taip pat pastebéta panasumy tarp miisy tyrimo rezultaty ir ankstesniy
mokslininky jzvalgy. Pavyzdziui, remiantis Moshari—Nasirkandi ir kt. [153] atliktais tyrimy
rezultatais matyti, kad citrininés verbenos augalinis ekstraktas padidino braskiy vaisiy
antioksidacinés sistemos pajégumg, o Wang‘ui ir Kt. [154] iStyrus kelis eterinius aliejus ir jy
komponentus buvo nustatytas braskiy antioksidacinés sistemos suaktyvéjimas. Kaip gynybinis
atsakas augalai gamina papildomy fenoliniy junginiy ir flavonoidy bei padidina jy antioksidacinj
aktyvumg. Savo tyrime mokslininkai pateiké jrodymy, kad eteriniai aliejai, turintys eugenolio,
mentolio arba timolio, gali sustiprinti braskiy uogy DPPH radikaly suri§imo geba.

3.4. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos poky¢iai veikiant gvazdikmedZio ekstraktui
sveikose ir pilkojo puvinio paZeistose braskeése

Folin — Ciocalteu (FC) tyrimas buvo naudotas nustatant bendraja fenoliniy junginiy koncentracija
(TPC) paveiktuose braskiy lapuose. Nustatytos bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos braskiy
méginiuose rezultatai pateikti 3.6 pav.:
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3.6 pav. Braskiy lapy bendroji fenoliniy junginiy koncentracija (mg GAE/Q)

Analizuojant dar neuZkrésty braskiy lapy éminiy, surinkty prie§ 3-i3j; purSkima gvazdikmedZio
ekstraktu, rezultatus (0 DPU rezultatai) nebuvo pastebétas zymus skirtumas tarp eksperimentiniy
varianty, taCiau gvazdikmedzio ekstraktu apdoroti augalai turéjo keliais vienetais didesne¢ fenoliniy
junginiy koncentracijg, lyginant su nepurkstais augalais.

3-i3ja dieng po braskiy lapy uzkrétimo (3 DPU rezultatai) buvo pastebéti skirtumai tarp méginiy.
KONTR-BC ir GV-BC bandiniuose B. cinerea infekcijai dar nespéjus isplisti, nefiksuotas fenoliniy
junginiy koncentracijos pokytis, priesingai nei KONTR bei GV variantuose. Siuose
eksperimentiniuose variantuose nustatyta padidéjusi fenoliniy junginiy koncentracija, ypa¢ GV
variante. Vertinant tokius rezultatus galima daryti prielaida, kad augaly apdorojimas gvazdikmedzio
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ekstraktu skatino fenoliniy junginiy sinteze braskiy lapuose, tuo tarpu besiple¢ianti pilkojo puvinio
infekcija ja slopino.

Ivertinus 7-osios dienos po uzkrétimo surinkty braskiy lapy éminiuose (7 DPU) esancig fenoliniy
junginiy koncentracija, buvo pastebéti pokyciai. Neuzkréstuose ir nepurkstuose braskiy lapuose
(KONTR) ir uzkréstuose, bet nepurkstuose augaluose (KONTR-BC), buvo uzfiksuotas fenoliy
koncentracijos padidéjimas lyginant su anks¢iau surinkty kontroliniy méginiy rezultatais, kuris ypac
iSreikStas buvo KONTR-BC variante. Lyginant GV ir GV-BC eksperimentinius variantus
tarpusavyje ir su kontroliniais variantais matyti, kad fenoliniy junginiy koncentracija braskiy lapuose
sumazéjo veikiant tik gvazdikmedzio ekstraktu, o sgveikoje kartu su B. cinerea liga palaiké greic¢iau
pastovia fenoliy koncentracijg augaluose viso tyrimo metu.

Atlikta analizé parodé didelj rezultaty pasiskirstyma tarp eksperimentiniy varianty. Fenoliniai
junginiai atlieka svarby vaidmenj elektrony perdavimo reakcijose, kurias panaudojant galima jvertinti
meéginiy antioksidacinj aktyvuma anksciau aptartais metodais. D¢l to tarp nustatyto antioksidacinio
aktyvumo ir Folin — Ciocalteu iSmatuotos fenoliniy junginiy koncentracijos atsiranda koreliacija —
fenoliniai junginiai yra stipriis antioksidantai, prisidedantys prie antioksidacinio augaly pajégumo.
Didziausia koreliacija tarp Folin — Ciocalteu metodu apskaiciuotos fenoliniy junginiy koncentracijos
pastebéta su DPPH ir FRAP metodais iSmatuotu antioksidaciniu aktyvumu. Kadangi fenoliniy
junginiy koncentracija yra vienas i§ pagrindiniy augaly reakcijos | stresg rodikliy ir rodo natiiralig
augaly apsaugg nuo patogeny, bendra braskiy fenoliy koncentracija ir antioksidacinis aktyvumas labai
reaguoja j uzkrétimg B. cinerea. Taip pat gvazdikmedZzio pumpury ekstrakto, kurio sudétyje yra
daugybé biologiskai aktyviy fenoliniy junginiy, naudojimas gali padidinti fenoliniy junginiy
koncentracija braskiy lapuose, kas prisideda prie padidéjusio antioksidacinio aktyvumo.

Augaluose esantys fenoliniai junginiai yra susij¢ su vaistiniy augaly prieSuzdegiminiu, antibakteriniu,
antigrybiniu ir antioksidaciniu aktyvumu. Fenolinés fitocheminés medZiagos augaluose atlicka
Jvairias apsaugines funkcijas nuo abiotinio streso, pvz., UV S§viesos, arba biotinio streso, ypac
plésriny ir patogeny ataky [93]. Fenoliniy junginiy koncentracija yra vienas i§ pagrindiniy augaly
reakcijos ] stresg rodikliy ir rodo natiiralig augaly apsauga nuo patogeno. Fenoliniai junginiai ir
antioksidacinis aktyvumas daZniau tiriamas braskiy uogose, bet ne paciuose augaluose/lapuose [7].
Tyréjy komanda [155] nustatinéjo fenolinius junginius ir jy koncentracijg F. X ananassa cv. Festival
braskiy uogy ir lapy ekstraktuose. Bendra fenoliniy junginiy koncentracija braskiy lapy ekstrakte (70
% etanolio) buvo 122 k. didesné negu uogose, o antioksidacinis aktyvumas — 13 k. didesnis negu
uogose. Siame ekstrakte polifenoliy koncentracija buvo 108,83 + 4,65 mg GAE/g. Lyginant $iuos
duomenis su miisy tyrimy rezultatais, pastebimi skirtumai, tac¢iau svarbu jvertinti tai, kad tiriamos
skirtingos braskiy veislés. Skirtingy braskiy veisliy bioaktyviy junginiy sudéti tyré Michalska su
komanda [156]. Maziausig fenoliniy junginiy koncentracijg jie nustaté Lucy veislei (79,13 mg
GAE/g), o didziausig — Darcelect veislés uogose (119,00 mg GAE/g). Fenoliy koncentracija lapuose
svyravo nuo 644 iki 1476 mg GAE/g — veislés Selvik, Diana ir Clever turéjo zymiai daugiau fenoliniy
junginiy negu Darselect, Joly ir Lucy. Misy vykdyto eksperimento metu nustatyta fenoliniy junginiy
koncentracija nepaveiktuose Malwina veislés braskiy lapuose daugiausia sieké 70,38 mg GAE/g.
Gauti tokie skirtingi rezultatai jrodo, kad kiekviena braskiy veislé geba kaupti skirtingg kiekj
fenoliniy junginiy, o skirtingose augalo dalyse taip pat aptinkamos nevienodos jy koncentracijos.
Zahedi‘is ir kt. [157] lygino dviejy komerciniy braskiy veisliy — Camarosa ir Gaviota, fenoliniy
junginiy poky¢ius esant aplinkos stresui — nepakankamam kiekiui drégmés. Dél sausros itin sumazejo
santykinis vandens kiekis, antioksidanty aktyvumas, fenoliniy junginiy koncentracija ir kt.
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parametrai. Buvo pastebéta, kad Camarosa kaupia daugiau tirpiy angliavandeniy bei sintetina
fermentiniy ir nefermentiniy antioksidanty, tod¢l galéty buti laikoma atsparia sausrai veisle.
Rezultatai rodo, kad braskiy augalams susiduriant su dideliu stresu, fenoliniy junginiy koncentracija
pradeda mazéti.

Braskése (lot. Fragaria x ananassa Duch.) esantys fenoliniai junginiai ir naudojami jy ekstrakcijos
budai daro didele jtaka braskiy vaisiy ir lapy ekstrakty biologiniam aktyvumui. Ekstrahavimas yra
esminis zingsnis siekiant gauti biologiskai aktyvius junginius ir néra priimtos vienos fenoliniy
junginiy ekstrahavimo technikos. Braskiy ekstraktai gali skirtis pagal polifenoliy sudétj, priklausomai
nuo veislés, auginimo salygy, auginimo biidy ir brandumo laipsnio. Daznu atveju jauni braskiy lapai
pasizymi turtingesniu polifenoliy kickiu nei seni lapai ar uogy minkstimas. Nepaisant to, vis dar yra
mazai duomeny, rodanciy rysj tarp bioaktyviy junginiy kiekio braskiy lapuose ir vaisiuose. Fenoliniai
junginiai yra vieni i§ pagrindiniy bioaktyviy junginiy augaluose, suteikiantys jiems ypatingas
maistines savybes ir stiprinantys augalo imuning sistema.

3.5. Chlorofily ir karotinoidy koncentracijy pokyciai j poveiki gvazdikmedzio ekstraktu
sveikose ir pilkojo puvinio paZeistose braskeése

Tirty méginiy chlorofily (a, b, bendrojo (a+b)) ir karotinoidy (ksantofily ir karotiny) koncentracijy
rezultatai pateikti atitinkamai 3.7 pav., 3.8 pav., 3.9 pav. ir 3.10 pav.:
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3.7 pav. Chlorofilo a koncentracija (mg/g) braskiy lapuose

Braskiy lapuose chlorofilo a yra daugiau nei chlorofilo b, tai budinga daugumai zaliyjy augaly ir gali
biiti siejama su skirtingais chlorofily molekuliy vaidmenimis jvairiose augaly sistemose. Pagrindinis
fotosintezéje dalyvaujantis pigmentas yra chlorofilas a.

Bendrieji tyrimo rezultatai rodo, kad chlorofilo a koncentracija j grybinio patogeno sukeltg infekcija
ir poveikj ekstraktu reagavo skirtingai. Apdorojus braskiy lapus gvazdikmedZio ekstraktu 2 kartus
buvo pastebéti skirtumai tarp kontroliniy ir tiriamyjy grupiy — paveiktuose ekstraktu lapuose nustatyta
mazesné chlorofilo a koncentracija (0 DPU rezultatai). Kalbant apie KONTR ir KONTR-BC
rezultatus, surinkti duomenys parodé proporcingg chlorofilo a koncentracijos maz¢jimo tendencija
visuose lapy méginiuose bégant laikui.
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Tyrime iSryskéjo zymus chlorofilo a koncentracijos padidéjimas 3 DPU surinktuose GV ir GV-BC
bandiniuose. I rezultaty matyti, kad braskiy lapy apdorojimas gvazdikmedzio ekstraktu teigiamai
paveiké chlorofilo a sintezg augaluose, padidindamas jo koncentracija, lyginant su sveikais augalais
(KONTR). Atsizvelgiant | GV-BC éminio padidéjusia chlorofilo a koncentracija, lyginant su buvusia
pries 3-igji purskima ir uzkrétima (0 DPU), galima manyti, kad augalas j B. cinerea sukelta stresg ir
poveikj ekstraktu reagavo teigiamai, suaktyvindamas chlorofilo a sinteze¢. Taciau kadangi GV-BC
bandinyje gauta didesné koncentracija negu KONTR-BC, bet maZzesné negu GV, galima daryti
prielaida, kad gvazdikmedZio ekstraktas padéjo sustiprinti chlorofilo a sinteze ir infekcijos metu.

Chlorofilo a koncentracijos sumazéjimas buvo pastebétas iStyrus 7 dienos po uzkrétimo braskiy lapy
éminius. Zemesnés koncentracijos vertés buvo fiksuotos tiek abiejuose kontroliniuose, tiek kituose
tirlamuosiuose variantuose. Grybiniai patogenai sukelia stresg augalams, todél iSplitus B. cinerea
infekcijai braskiy lapuose susidaro reaktyviosios deguonies ruiSys, kurios gali pazeisti jvairias lgsteliy
struktiiras, jskaitant chloroplastus, todél chlorofilo molekulés pradeda irti. GV-BC bandinyje 7 DPU
fiksuota mazesné, negu 3 DPU, chlorofilo a koncentracija, tac¢iau didesné lyginant su KONTR-BC 7
DPU - tai rodo, kad gvazdikmedzio ekstraktas indukuoja pigmento sinteze ir kovoja su patogeno
keliama infekcija.
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3.8 pav. Chlorofilo b koncentracija (mg/g) braskiy lapuose

Matuojant chlorofilo b koncentracijas braskiy lapuose, uzfiksuotas beveik identiskas kitimas, lyginant
su chlorofilu a, isskyrus tai, kad gautos mazesnés koncentracijos. Taip yra, nes chlorofilas b
augaluose veikia kaip papildomas pigmentas ir, nors svarbus, jo vaidmuo labiau yra palaikomasis,
lyginant su chlorofilu a.

Visuose éminiuose nustatytos chlorofilo b koncentracijos koreliuoja su chlorofilo a koncentracijy
kitimu. Chlorofilo a ir b koncentracijos augaluose, jskaitant braskiy lapus, glaudziai siejasi dél jy
tarpusavio priklausomo veikimo fotosintezéje. Chlorofilas a ir b sintetinami bendrame biosintezés
kelyje, todél vieno reguliavimas ar pasikeitimas daznai veikia kitg. Biosintezés sistemos palaiko
tipiSkg chlorofilo a ir b santykj, subalansuoja jy gamybg atsizvelgiant j aplinkos sglygas ir
fiziologinius poreikius. Yra iSiméiy, kai chlorofilas a ir b augaluose gali skilti skirtingu grei¢iu: daznu
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atveju chlorofilas a yra labiau pazeidziamas esant stiprioms streso sglygoms, lyginant su chlorofilu
b, kuris veikia kaip papildomas pigmentas.
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3.9 pav. Chlorofilo a ir b koncentracija (mg/g) braskiy lapuose

Kadangi chlorofilas a ir b sudaro vieng sistema, pateikiama bendra jy koncentracija (zr. 3.9 pav.).
Chlorofilo a ir b koncentracijos braskiy lapuose keitési dél grybinés infekcijos ir veikimo
gvazdikmedzio ekstraktu sukelty fiziologiniy ir biocheminiy pokyc¢iy augalo sistemose. Esant
grybinei infekcijai, dazniausiai chlorofily koncentracija mazéja dél jy skilimo, fotosintezés slopinimo
ir lapy nekrozés bei pageltimo. Gvazdikmedzio ekstraktas pasizymi antigrybinémis ir
antioksidacinémis savybémis, todél gali suSvelninti patogeno infekcija, sumazindamas patiriamo
streso lygj augalui ar net padidinti chlorofilo sintez¢. Kad ir kaip buity, esant per didelei ekstrakto
koncentracijai, jo poveikis gali pasireiksti fitotoksiniu poveikiu, tada chlorofily kiekis pradés mazéti.

Chlorofilai a ir b netiesiogiai prisideda prie antioksidacinés sistemos braskiy lapuose, optimizuodami
fotosintezés efektyvuma, iSsklaidydami energijos pertekliy ir uzkirsdami kelig laisvyjy radikaly
susidarymui. Jy vaidmuo palaikant chloroplasty vientisumg yra labai svarbus norint suaktyvinti
augalo antioksidacing apsaugg. UZzZtikrindami efektyvy energijos naudojimg ir sumazindami
oksidacinj stresg, chlorofilai atlicka gyvybiSkai svarby vaidmenj bendrai augalo sveikatai ir
atsparumui stresui.

Norint palaikyti pastovy ar padidinti fotosintezés aktyvuma augaluose, biutina islaikyti auksta
chlorofily kiekj, kuris yra susijgs su atsparumu ligoms, derliaus kiekiu, pesticidy tolerancija. Didelis
oksidacinis stresas slopina chlorofily, pigmenty, kurie sugeria ir naudoja Sviesg fotosintezéje, gamybg
ir kaupimasi. Yra jrodymy i$ jvairiy tyrimy rodanciy, kad chlorofily koncentracija didéja reaguojant
1 zemo lygio stresg ir maz¢éja reaguojant j auksto lygio stresa [158]. Zahedi‘is ir kt. [159] nustaté, kad
esant sausros salygoms ir sukeltam stresui, augaly apdorojimas SiO2 ir SiO2-NPs pagerino chlorofily
(a ir b) susidaryma braskiy augaluose, nes koncentracija svyravo nuo 1,70 + 0,06 mg/g iki 4,88 +
0,06 mg/g. Masy atlikto eksperimento metu prieSingai — braskiy lapuose, patyrusiuose patogeno
sukeltg stresg ir paveiktuose gvazdikmedzio ekstraktu, chlorofily sintezé ypatingai nesuaktyvéjo. Tie
patys mokslininkai kity tyrimy metu [157] taip pat tyré Camarosa ir Gaviota braskiy veisliy bendra
chlorofily koncentracijg esant sausrai. Camarosa braSkése didziausia chlorofily koncentracija
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pasizyméjo kontrolinis bandinys (3,69 * 0,08 mg/g), o maziausia — braSkés, augusios esant stipriai
sausrai (1,07 £ 0,11 mg/g). Gaviota veisléje pastebéti ne tokie dideli svyravimai, taciau didziausia ir
maziausia bendra chlorofily koncentracija pasizyméjo tomis paciomis sglygomis augusios braskes,
atitinkamai 2,85 + 0,09 mg/g ir 2,37 + 0,10 mg/g. I§ gauty rezultaty matyti, kad dél streso chlorofily
koncentracija braskése sumazéjo, kg gali patvirtinti ir miisy tyrimo metu gauti rezultatai. Da Costa ir
kt. [160] tyré chlorofily a ir b bei bendrojo chlorofilo koncentracijg braskiy lapuose, uzaugintuose
Siltnamyje naudojant Ses¢liavimo tinklelj. Buvo tirtos dvi veislés — Camarosa parodé¢ didesne
chlorofilo a, b ir bendrg koncentracijg nei veislé Oso Grande. Nepaisant to, jvairiaspalviy tinkleliy
naudojimas netur¢jo jtakos chlorofily koncentracijai, o abiejy veisliy braskése buvo nustatyta didesné
chlorofilo b, negu a, koncentracija. Apibendrintai galima pasakyti, kad chlorofily koncentracija
priklauso ne tik nuo braskiy veislés, bet ir nuo tiriamos augalo dalies, o augimo salygos ir aplinkos
poveikis daro labai didelg jtaka ir todél turi biiti jvertintas.
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3.10 pav. Karotinoidy (ksantofily ir karotiny) koncentracija (mg/g) braskiy lapuose

Ir chlorofilai, ir karotinoidai yra svarbiis pigmentai augaly lapuose, kurie atlicka lemiamg vaidmenj
fotosintezéje ir apsaugo nuo fotooksidacinés zalos. Koreliacija tarp chlorofilo ir karotinoidy
koncentracijos braskiy lapuose gali skirtis priklausomai nuo keliy veiksniy, jskaitant augalo
vystymosi stadija, aplinkos salygas ir specifinius streso veiksnius. I§ Sio tyrimo metu gauty
karotinoidy koncentracijy braskiy lapuose matyti panasi ir atsikartojanti rezultaty kitimo tendencija,
lyginant su nustatyta chlorofily koncentracija. Tai gali bati siejama su bendru pigmenty pokyciu
braskése, kadangi visi variantai buvo veikiami vienodomis sglygomis.

Karotinoidy koncentracija kontroliniuose braskiy lapy éminiuose (KONTR ir KONTR-BC) mazéjo
su kiekvienu etapu, tuo tarpu Kituose dviejuose eksperimentiniuose variantuose (GV ir GV-BC)
svyravo. Po 3-iojo braskiy purskimo augaliniu ekstraktu ir pilkojo puvinio infekcijai tik pradéjus plisti
(3 DPU rezultatai), pastebétas karotinoidy koncentracijos padidéjimas gvazdikmedzio ekstraktu
purkstuose, sveikuose ir uzkréstuose, lapuose. Pastaruosiuose registruota mazesné Kkarotinoidy
koncentracija negu tik purkstuose lapuose, taciau didesné uz nepurksta ir uzkrésta kontrolg (KONTR—
BC). Karotinoidy koncentracijos sumazéjimas fiksuotas iStyrus 7 DPU méginius. Maziausia
karotinoidy koncentracija pasizyméjo uzkrésti ir nepurksti augalai (KONTR-BC), o daugiausia

53



karotinoidy nustatyta sveikuose augaluose bei tik gvazdikmedzio ekstraktu apdorotuose braskiy
lapuose.

Paprastai kintant chlorofilo koncentracijai, keiciasi ir karotinoidy koncentracija, nes abu pigmentai
dalyvauja tose paciose sistemose. Blina atvejy, kai streso salygomis koreliacija tarp jy kinta: esant
oksidaciniam stresui, karotinoidy kiekis gali padidéti, siekiant apsaugoti chlorofilg ir kitus lasteliy
komponentus.

Néra daug literattiros apie braskiy chlorofily ir karotinoidy koncentracija, o ypac i jos pokycius ir
atsaka ] stresa. Augaly pigmentai yra svarbiis kontroliuojant fotosintezg, augima ir vystymasi, taip
pat atlieka apsaugine funkcijg nuo jvairiy veiksniy: vabzdziy, gyviiny, mikroorganizmy, aplinkos
poky¢iy, UV $viesos.

Karotinoidai atlieka daugialypj vaidmenj braskiy lapy antioksidacinéje sistemoje, nes tiesiogiai
pasalina reaktyvigsias deguonies risis, iSsklaido Sviesos energijos pertekliy, stabilizuoja fotosintezés
kompleksus ir i§laiko membranos vientisuma. Sios funkcijos yra labai svarbios norint apsaugoti
augala nuo oksidacinio streso ir uztikrinti efektyvig fotosintezg, taip prisidedant prie bendros braskiy
lapy sveikatos ir atsparumo ligoms.

Karotinoidai yra bitini augalams, nes atlieka fotosintezés, apsaugos, pigmentacijos, fitohormony
sintezés ir kt. funkcijas. Zahedi‘is su komanda [157, 159] tyré ne tik chlorofily koncentracijas sausros
metu, bet nustatinéjo ir karotinoidy koncentracijy pokyc¢ius braskiy lapuose. Reik§mingo skirtumo
tarp Camarosa ir Gaviota karotinoidy koncentracijos, atsizvelgiant j sausros sunkuma, nebuvo.
Camarosa karotinoidy koncentracija svyravo nuo 1,34 £+ 0,16 mg/g iki 0,83 + 0,21 mg/g, o Gaviota
nuo 1,44 + 0,13 mg/g iki 0,68 £ 0,18 mg/g. Tuo tarpu kito eksperimento metu buvo nustatyta, kad
esant stipriai sausrai ir apdorojus braskes SiO2 ir SiO2-NPs, karotinoidy koncentracija braskiy lapuose
padidéjo lyginant su kontroliniais variantais. Lyginant aptarto tyrimo rezultatus su $io tyrimo
duomenimis galima pastebéti, kad Malwina veislé pasizymi didesne karotinoidy koncentracija bei
yra atsparesné aplinkos stresui. Jdomis tyrimai atlikti Cardoso ir kt. [161]. Jie palygino vitamino C
ir karotinoidy (likopeno ir B-karotino) koncentracijas trijuose vaisiuose (braskése, persimonuose ir
aceroloje), uzaugintuose ekologiniu ir tradiciniu tkininkavimo buidais. Vidutinis B-karotino
iSskyrimas i§ braskiy buvo 97,7 %. Vidutiné likopeno ir B-karotino koncentracija ekologinio ir
tradicinio Uikininkavimo uzaugintose valgomosiose braSkiy dalyse buvo 54,08 = 7,71 pg/100g ir
53,02 £+ 2,15 pg/100g atitinkamai.
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4. Rekomendacijy dalis

Siame tiriamajame darbe gvazdikmedZio ekstraktas buvo gautas naudojant subkrizinj CO2
ekstrakcijos metoda. Sis buidas yra saugus, selektyvus, efektyvus ir aplinkai nekenksmingas metodas
vertingiems junginiams iSgauti i$ nattiraliy Saltiniy. Vykdant ekstrakcijg CO2 i§saugomi termolabiliis
junginiai, tai auksto selektyvumo ir universalumo metodas. Gvazdikmedis ir i$ jo gaunami ekstraktai,
eteriniai aliejai pasizymi placiu spektru biologiniy savybiy, todél Sios zaliavos ekstrakto naudojimas
jvairiose pramongs srityse ir skirtingi gavimo biidai yra aktuali tema, siekiant iSgauti efektyviausiai
veikiantj produkta. Siame darbe gvazdikmedZio ekstraktas, i§gautas subkrizinés CO2 ekstrakcijos
budu, pasizyméjo antigrybiniu poveikiu B. cinerea patogenui bei daré jtakg braskiy lapy
antioksidacinei sistemai, fenoliniy junginiy ir pigmenty sintezei.

4.1 lenteléje pateikiama aptarto ekstrakto gavimui naudota jranga ir proceso aparatiiriné schema (zr.
4.1 pav.).

4.1 lentelé. Subkrizinéje CO; ekstrakcijoje naudota jranga

Irenginio Nr. | Irenginio pavadinimas

1 COz rezervuaras

2 Slégio matuoklis (manometras)
3 Ausintuvas

4 Ekstraktorius

5 Silumokaitis

6 Separatorius

7 Meéginio surinkimo indas

8 Jjungimo — i§jungimo voztuvas
9 Atbulinis voztuvas

10 Apsauginis voztuvas

11 Adatinis voZtuvas

Ekstrakcijos procesas prasideda nuo zaliavos paruoSimo — ekstrahuojama medziaga paprastai
sumalama ar kitaip susmulkinama, siekiant padidinti jos pavirSiaus plotg ir pagerinti ekstrakcijos
efektyvumg. Tuomet susmulkinta medziaga patalpinama j ekstraktoriy 4, kuris yra specialiai
pritaikytas atlaikyti aukstg slégj. Ekstrakcijos indas yra sandarus, kad proceso metu i$ jo nepasiSalinty
COz. CO2 dujos i§ talpyklos 1 patenka j ausintuvg 3, kur atvésintos iki 10 °C temperatiros, dujos
tampa subkrizinés buisenos (skysciu) ir tiekiamos j ekstrakcijos indg 4, kuriame palaikomas 40 bary
slégis. Ekstraktoriuje 4 subkrizinés buisenos CO2 sgveikauja su susmulkinta zaliava. Visuose proceso
etapuose slégis matuojamas manometrais 2. Ekstrakcijos procesas gali trukti nuo keliy valandy iki
paros, viso proceso metu ekstraktoriuje palaikoma procesui reikalinga temperatira ir slégis.
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Ekstrakcijos metu subkrizinis CO2 sgveikauja su zaliava ir pracidamas per medziagg iStirpina
aktyvius junginius. Pasibaigus ekstrakcijai, subkrizinés buisenos CO> teka j Silumokaitj 5, kuriame
iSgarinamos dujos. CO2 dujos garuodamos atsiskiria ir vamzdziu vél patenka j auSintuva 3. Gautas
produktas perkeliamas j separatoriy 6, kuriame galutinai atskiriamas ir iSgryninamas ekstraktas, kuris
1 surinkimo indg 7 surenkamas per adatinj voztuva 11. ISgrynintas ekstraktas, kuriame yra biologiskai
aktyviy junginiy, yra galutinis subkrizinés CO; ekstrakcijos proceso produktas, o CO> dujos, atgautos
po ekstrakcijos, panaudojamos pakartotinai. D¢l tos priezasties subkriziné CO2 ekstrakcija yra tvarus
metodas. Voztuvai 8, 9, 10 uztikrina proceso reguliavima, izoliavima, srauto ir slégio kontrole [162,
163].

2
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4.1 pav. Subkrizinés CO; ekstrakcijos aparatiiriné schema

ISanalizavus §i0 tyrimo metu gautus rezultatus ir remiantis padarytomis iSvadomis, pateikiamos
rekomendacijos tolimesnei gvazdikmedzio ekstrakty poveikio B. cinerea ar kity patogeniniy gryby
analizei, iSsamesniems ekstrakty poveikio tiriamajam augalui tyrimams bei taikymui:

e palyginti duomenis su kitais ekstrakcijos buidais gautais gvazdikmedzio ekstraktais, siekiant
i8skirti jvairius biologiskai aktyvius junginius: ekstrahavimo biido parinkimas priklauso nuo
norimy i$skirti junginiy, augalinés medziagos, numatomo gauty ekstrakty panaudojimo, nes
visi ekstrahavimo metodai atskiria skirtingus junginius dél jy veikimo mechanizmo ir savybiy
skirtumy;
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e istirti skirtingy koncentracijy gvazdikmedzio ekstrakty poveikj B. cinerea ir Kitiems
patogeniniams grybams, jvertinant poveik] apdorojamam augalui: atlikti tyrimai su
skirtingomis koncentracijomis padés nustatyti optimalig ekstrakto koncentracijg gryby
augimui slopinti, kartu sumazinant fitotoksinj poveikj tirtiems augalams. Tai gali padéti
nustatyti koncentracijos diapazong, kuriame ekstraktai pasizymi didziausiu antigrybiniu
aktyvumu ir aktyvinanc¢iu poveikiu augaly antioksidacinei sistemai;

e identifikuoti ekstraktuose esancias aktyvigsias medziagas: frakcionuoti gvazdikmedzio
pumpury ekstraktus, atskiriant junginius arba junginiy grupes. Tai padés nustatyti konkrecius
biologiskai aktyvius junginius, atsakingus uz antigrybinj poveikj. Identifikavus junginius,
juos galima toliau tirti, siekiant nustatyti jy veikimo mechanizmus ar optimizuoti
veiksminguma;

e atlikti papildomus lauko eksperimentus su augalais: atlikti lauko eksperimentai padéty
ivertinti gvazdikmedzio pumpury ekstrakto veiksminguma pries patogenus bei jtakg augalams
realiomis augimo salygomis. Galima istirti ekstrakty geb¢jima kontroliuoti ir slopinti grybines
ligas bei paséliy derliy ir kokybe, lyginant su jprastais fungicidais;

e jvertinti gvazdikmedzio ekstrakto fitotoksiSkuma: svarbu jvertinti ir galimg neigiama
ekstrakto poveikj augaly vystymuisi, fiziologijai, augimui, pvz., sékly daugumui ir augimui,
fotosintezés efektyvumui ir kt.;

e nustatyti ekstrakto poveik] aplinkai: atlikus poveikio aplinkai vertinima, bttty galima jvertinti
gvazdikmedzio ekstrakto, kaip biofungicido, naudojimo jtaka gamtai, t. y. poveikj
netiksliniams organizmames, jvertinti patvaruma.

Jgyvendinant $ias rekomendacijas galima jgyti platesn;j ir gilesnj supratimg apie ekstrakty poveikj
patogeniniams grybams ir galimg jy pritaikyma augaly ligy valdymui, teigiama ar neigiamg jtaka
veikiamam augalui, kartu uztikrinant ekstrakty, kaip biofungicidy, naudojimo Zemés tikyje saugumag
ir tvaruma.
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ISvados

Istyrus gvazdikmedzio (lot. Syzygium aromaticum) ekstrakto gebéjima slopinti pilkajj puvinj (lot.
B. cinerea) braskiy augimo metu, nustatyta, kad 0,20 % koncentracijos gvazdikmedzio CO>
ekstraktas nezymiai sumazino sukeltos ligos intensyvuma ir procentinj tirty braskiy lapy
pazeidima.

Antioksidacinio aktyvumo tyrimy rezultatai rodo, kad gvazdikmedzio ekstraktas turi jtakos ir
sveiky, ir pilkojo puvinio pazeisty braskiy antioksidacinei sistemai, taciau veikia skirtingy
antioksidanty, suriSanciy nevienodus radikalus, sintez¢. Paveikus braskiy lapus 0,20 %
koncentracijos gvazdikmedZzio ekstraktu, eksperimento eigoje nustatytas didéjantis ABTS
antioksidacinis aktyvumas sveikose ir pilkojo puvinio pazeistose braskése, o DPPH — maZéjantis.
Tuo tarpu FRAP antioksidacinis aktyvumas nepakito ekstraktu apdorotose sveikose braskése, bet
padid¢jo pilkojo puvinio pazeistose braSkése po purskimo.

Gvazdikmedzio ekstraktas minimaliai padidino bendra fenoliniy junginiy koncentracijg sveikose
ir pilkojo puvinio pazeistose braskése, taciau pra¢jus 7 paroms po pirminio apdorojimo buvo
fiksuotas koncentracijos sumazéjimas.

Ivertinus gvazdikmedzio ekstrakto jtakg chlorofilo a, b ir karotinoidy koncentracijoms uzkréstose
ir sveikose braskése, nustatytas koncentracijy kitimas. Po tre¢iojo augaly purSkimo ir uzkrétus
juos patogenu, uzfiksuotas chlorofilo @, b ir karotinoidy koncentracijos padidéjimas, taciau
infekcijai iSplitus, ir sveikose, ir pilkojo puvinio paZeistose braskése $iy junginiy koncentracija
buvo maZesné.

Suprojektuota gvazdikmedzio ekstrakto gamybos aparatiiriné schema, naudojant subkrizinj CO>
ekstraktoriy, ir pateiktos gvazdikmedzio ekstrakty tolesnio panaudojimo braskiy tyrimams
rekomendacijos, siekiant jgyti gilesn] supratimg apie patogeny sukeliamy ligy slopinima,
kontroliavimg ir augaly imunings sistemos stiprinima.
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