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Obzirom na oskudnost saznanja o hrvatskim populacijama rogaca (Ceratonia siliqua L.),
nutritivno i protektivno vrlo kvalitetne biljke, provedeno je istrazivanje morfoloskih, genetskih
i fitokemijskih znacajki populacija rogaca u Hrvatskoj. Na sakupljenim uzorcima ploda i lista
rogaca napravljena su morfometrijska istrazivanja, dok je genetska varijabilnost utvrdena
primjenom AFLP analize genomske DNA izolirane iz lista. Udio ukupnih fenola, flavonoida i
tanina te antioksidativni potencijal ploda i lista odreden je spektofotometrijskim metodama.
Udio makro i mikroelemenata odreden je primjenom ICP-AES tehnike. Utvrdena je statisti¢ki
znacajna varijabilnost morfoloskih i fitokemijskih znacajka ploda 1 lista istrazivanih populacija
rogaca. Molekularna AFLP analiza pokazuje zna€ajnu varijabilnost istraZzivanih populacija,
obzirom da je varijanca izmedu individua unutar populacija znatno veca (75,51%) od varijance
izmedu populacija. Usprkos statisticki znacajnoj varijabilnosti UPGMA klaster analizom,
istrazivane populacije se mogu grupirati u skupine s najmanjim stupnjem razdvojenosti.
Mantelovim testom komparacije utvrdene su statisti¢ki znacajne korelacije izmedu pojedinih
molekularnih, morfoloskih i fitokemijskih svojstava ploda, lista te ploda i lista istrazivanih
populacija. Obzirom na dobre morfoloske i fitokemijske znacajke isti¢u se plodovi populacije
Vis, Solta, Bra¢ i Sipan. Plodovi populacije Orasac visokog su antioksidativnog potencijala i
dobri izvori minerala.
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1. UvOD

Ljudsko drustvo je ovisno o velikom broju razli¢itih biljnih kultura, a najmanje 6000
vrsta se koristi u razli¢ite namjene. Medutim, u prehrani se uglavnom koristi relativno mali broj
biljnih vrsta. Jedna od takvih, u Hrvatskoj nepravedno zapostavljena kultura, je rogac
(Ceratonia siliqua L).

Ova, Cesto samonikla, biljka nekada je jako puno znacila u seoskim domacinstvima. U
nedostatku hrane, plodovi i sjemenke rogaca su se koristili za jelo, drvo rogaca se koristilo za
ogrijev te kao stolarska sirovina, dok je lis¢e sluzilo kao stocna hrana.

Roga¢ je vazdazeleno stablo iz roda roga¢ (Ceratonia L.) koji pripada porodici
mahunarki (Fabaceae Lindl. 1836). Plod je srpasta, tamnosmeda ili crnkasta mahuna duga 10
— 20 cm, Siroka 1,5 — 4 cm koja sadrzi oko desetak sjemenki dugih do 1 cm. Podrijetlom je iz
Sirije i Palestine, a od antickih vremena rasprostranjeno je na ¢itavom podrucju Mediterana.
Uzgaja se u zemljama oko Sredozemnog mora, a najvise u Siriji, Palestini, Portugalu, Cipru,
Spanjolskoj, Grékoj i Italiji, zatim u sjevernoj Africi te u Meksiku i Kaliforniji. U nekim
podru¢jima kao §to je mediteranski dio Turske, jug Spanjolske ili Maroko sakupljali su se
plodovi uglavnom s divljih, nekultiviranih (necijepljenih) stabala rogaca. Kultiviranje rogaca
promice se od davnina, pa se u prvo vrijeme uzgaja iz sjemenki prikupljenih s odabranih stabala,
a zatim cijepljenjem. Prve sorte rogaca nastale su odabiranjem jedinki iz lokalnih populacija. S
vremenom su utemeljeni 1 prvi komercijalni voénjaci (Varder 1 sur., 1980, Batlle 1 Tous, 1994).

Plodovi i sjemenke se koriste u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji a
mljevene sjemenke u proizvodnji papira 1 za Stavljenje koze. Roga¢ je posebno vazan u
prehrambenoj industriji gdje se koristi pri proizvodnji specijalnih vrsta kruha, slastica, kao
zamjena za ¢okoladu, u pripremi brojnih napitaka, te u proizvodnji krmiva za prehranu stoke.
Osim dekorativnog izgleda u vrijeme cvatnje iznimno je medonosna biljka, a kao takva odli¢na
ispasa pcelama. Prema nutritivnom sastavu plodovi imaju visoki udio ugljikohidrata i visoki
udio prehrambenih vlakana zahvaljuju¢i kojem roga¢ ima niski glikemijski indeks. Udio
proteina i masti je relativno nizak. Novija istrazivanja upucuju na znacajan antioksidativni
potencijal ekstrakta ploda rogaca koji je posljedica visokog udjela polifenolnih komponenti
medu kojima prevladavaju flavonolni glikozidi 1 hidrolizabilni tanini (Papagiannofoulos i sur.,
2004).

U Hrvatskoj uzgoj rogaca je ograni¢en na razmjerno malo podrucje. Uzgaja se u uskom
obalnom pojasu na nizim nadmorskim visinama i naj¢es¢e na udaljenosti od nekoliko stotina

metara od mora. Najvie ga ima na podru¢ju Dubrovagkog primorja na otocima Mljetu, Sipanu



i Lopudu, kao i na poluotoku Peljedcu (Orebié), zatim otocima Visu, Koréuli i Solti a manje na
Lastovu, Bracu i Hvaru. Usprkos svome znacaju rogac se kod nas slabo cijeni, domaci sortiment
rogaca je vrlo slabo poznat, a osim nesto relativno veé¢i na Visu, ne postoji niti jedan veliki

nasad rogaca za komercijalni uzgoj.

Cilj istrazivanja
Obzirom da sustavna istrazivanja rogaca u Hrvatskoj do sada nisu provedena, cilj ovog

doktorskog rada je:

e odrediti morfoloske, genetske i fitokemijske znacajke populacija rogaca u Hrvatskoj

e dobiti uvid u varijabilnost unutar i izmedu populacija

e procijeniti raznolikost izmedu ispitivanih lokalnih populacija rogaca i grupirati populacije
na bazi morfoloskih i molekularnih (AFLP) markera.

e usporediti raznolikost populacija na morfoloskoj i molekularnoj razini

e utvrditi antioksidativni potencijal istrazivanih populacija rogaca

e odrediti udio makro i mikroelemenata u istrazivanim populacijama rogaca

Hipoteza

Budu¢i da nutritivni sastav rogaca bitno varira ovisno o sorti i podrijetlu, a obzirom na
izoliranost pojedinih lokaliteta (otoci) s kojih su prikupljeni uzorci, mogu se ocekivati razlike
u morfoloskim, genetskim 1 fitokemijskim znacajkama populacija rogaca u Hrvatskoj. Rogac
je bogat fitokemikalijama pa se moze oc¢ekivati znacajna bioloska odnosno antioksidativna
aktivnost, a obzirom da stani$ni uvjeti utjecu 1 na sintezu sekundarnih biljnih metabolita moze

se ocekivati 1 razlicita bioloska aktivnost izmedu pojedinih populacija.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Naziv vrste i taksonomski status rogaca (sistematska pripadnost)

Odjeljak: Spermatophyta

Pododjeljak: Magnoliophytina (Angiospermae)

Razred: Magnoliopsida (Dicotyledonae, Magnoliatae)

Red: Fabales

Porodica: Fabaceae (Leguminosae)

Potporodica: Caesalpiniodeae

Rod: Ceratonia

Vrsta: Ceratonia siliqua L.

Narodno ime: roga¢

Engleski naziv: carob tree, locust bean, St John's-bread; njemacki naziv: Johannisbrotbaum;
francuski naziv: caroube; talijanski naziv: carruba; poljski naziv: chleb §wigtojanski; slovenski

naziv: rozici

Rogac je zimzeleno stablo ili katkada veliki grm koji pripada rodu Ceratonia. Stru¢no
ime Ceratonia siliqua L. potjece od grckog keras $to znacdi rog i latinski siliqua, aludirajuci na
tvrdocu i oblik gondole. Narodni naziv potjece iz hebrejskog kharuv, iz koje su izvedeni arapski
harruba 1 kasnije algarrobo, odnosno garrofero na Spanjolskom, talijanskom, carrubo u
caroubier na francuskom, Karubenbaum na njemackom, alfarrobeira na portugalskom,
charaoupi na grékom, charnup na turskom i garrofer ili garrover na katalonskom. Zanimljivo
je spomenuti da se, primjerice razli¢iti nazivi koriste u razli¢itim dijelovima Italije: ascenedda,
soscella (Basilikata); carrua, carrubbi (Sicilija); carruba; carrubbio, carrubo, cornola, corue,
pselocherato, pselocherea (Apulija); suscella (Kampanija i Apulija); garrubaro, garrubbo
(Kalabrija) (Hammer i sur., 1992). U Aziji se koriste sljede¢i nazivi: Chiao-tou-shu (Kina),
gelenggang (Malezija) i chum het Tai (Tajland) (Kruse 1986).

U Hrvatskoj se za rogac¢ upotrebljavaju i sljedeci nazivi: rogoc, roZicak, rozicek, roZic,
rozki, kaluber, karuba, slatka korica. Na otoku Mljetu ga nazivaju i ,,Mljetskom bananom*.
Takoder je poznat kao kruh Sv. lvana jer je prema legendi sluzio kao hrana Ivanu Krstitelju u
pustinji, a od toga potjeCe i naziv Johannisbrotbaum na njemackom jeziku. Vrlo vazan je bio i
u zlatarstvu, jer su se u anticko doba njegove prilicno uniformne sjemenke koristile kao jedinica

za mjeru vaganja zlata, te je naziv karat doSao od naziva rogaca, 1 sjemenka = 1 karat.



Suvremena, metricka definicija karata prihvac¢ena je 1907. godine i prema njoj je jedan karat
jednak 200 miligrama (0,2 g).

U Tunisu rogac je uvrsten u nacionalnu listu prioriteta genetskih resursa za ocuvanje
i upravljanje (Bouzouita i sur., 2007). U Hrvatskoj je naZzalost uzgoj rogaca zanemaren, iako je
za njegov uzgoj potrebno minimalno truda, vremena i financijskih ulaganja. Plod mahuna se
moze upotrebljavati u svjezem i preradenom obliku, visoke je hranidbene i ljekovite vrijednosti,

a u ljudskoj prehrani upotrebljava se vec¢ tisu¢lje¢ima.

2.2. Podrijetlo rogaéa

Rod Ceratonia pripada porodici mahunarki Leguminosae, (sinonim Fabaceae), reda
Rosales. Mahunarke su vazni ¢lanovi vegetacije tropskih, suptropskih i umjerenih podrucja
svijeta. To je jedna od najveéih porodica s oko 18000 vrsta (Polhill i sur., 1981). Clanovi ove
porodice vrlo su varijabilne morfologije i ekologije. Roga¢ je taksonomski smjeSten u
potporodicu Caesalpinioidae. Medutim, neki autori ga svrstavaju u Cassieae (Irwin i Barneby,
1981; Tucker 1992a, 1992b) zbog toga Sto je diploidni broj kromosoma za Ceratonia 2n = 24,
dok mnoge Cassieae imaju 2n = 48 (Goldblatt, 1981). Taksonomski je rod Ceratonia prili¢no
izoliran od svih ostalih rodova ove porodice (Zohary, 1973).

Druga vrsta roda Ceratonia, Ceratonia oreothauma opisana je tek 1980 godine
(Hillcoat i sur., 1980). Razlikuju se dvije podvrste, subsp. oreothauma koja potjece iz Omana i
subsp. somalensis, koja je udomaéena na sjeveru Somalije. Vrsta C. oreothauma morfoloski je
dosta razlicita od vrste C. siliqua. Izmedu ostalog C. oreothauma ima ne$to manja polenova
zrnca nego C. siliqua i ona su trikolporatna umjesto tetrakolporatna (Ferguson, 1980). Budu¢i
da su trikolporatna polenova zrnca bioloSki naprednija (razvijenija) od tetrakolporatnih,
Hillcout i sur. (1980) smatraju da je C. oreothauma divlji predak kultivirane vrste C. siliqua.

Zbog tisucljetnog kultiviranja srediSte podrijetla rogaca nije sasvim jasno. De
Candolle (1883) i Vavilov (1951) smatraju da je podrijetlom iz isto¢nog podru¢ja Mediterana
(Turska i Sirija). Medutim, Schweinfurth (1894) smatra da je roga¢ udomacen na visoravnima
juzne Arabije (Jemen). Zohary (1973) smatra da je podrijetlom iz ksero-tropske Indo-
Malezijske flore, grupirajuci ga sa rodovima Olea, Laurus, Mirta, Chamaerops, a veZze ga i sa
Arapskim poluotokom. Vrsta C. oreothauma je jedini poznati srodnik rogaca i smatra se da mu
je centar podrijetla u jugoistocnoj Arabiji (Oman) i oko roga Afrike (sjeverno od Somalije)

(Hillcoat i sur., 1980).


https://hr.wikipedia.org/wiki/1907
https://hr.wikipedia.org/wiki/Miligram
https://hr.wikipedia.org/wiki/Gram

Klimatski uvjeti na podru¢ju podrijetla subfamilije Caesalpinoideae bili su topli i
vlazni u pocetku, ali nakon razdoblja krede pocelo je veliko suSenje 1 podizanje zemljista tako
da su se razvili hladniji, susniji, skoro pustinjski uvjeti na koje se je roga¢ morao prilagoditi.
Ostale mahunarke potporodice Caesalpinioidae su uglavnom biljke tropskih i suptropskih

podrucja (Cowan, 1981).

2.3. Morfologija rogaca

Rogac je, kao §to je ve¢ receno, zimzeleno stablo ili znatno rijede grm, zelenih listova
i plodova tamno smede — crvenkaste boje. Prosjecne je visine od 5 do 10 m, iako moze narasti
i do 20 m u vis, s promjerom debla od 0.5 do 0.7 m. Kora je debela i smede boje koja kod
starijih biljaka postane sivkasta i naborana. Kro$nja rogaca je gusta i razgranata, a starije grane
s vremenom iznutra postaju Supljikave i spustaju se prema tlu, dok mlade grane rastu uspravno

u unutra$njost kro$nje (Slika 1).

Slika 1. Drvo, list i plodovi rogaca

Roga¢ dobro podnosi visoke temperature i osuncanost te je otporan na susu, ali je
osjetljiv na niske temperature. Vrijednosti temperature ispod — 8 °C mogu ostetiti stablo i
unistiti plodove. Najbolje mu odgovaraju terasasta, propusna i rahla tla, a ne podnosi teska i
vlazna tla. Korijenov sustav, posebno glavni ,,sidreni* vrh prodire duboko u tlo (Battle i Tous,
1997). Kao termofilna i kserofitna vrsta roga¢ najbolje uspjeva na staniStima s blagom

Mediteranskom klimom zahvaljujuéi anatomiji i prilagodbi listova (Catarino i sur., 1981). Cak



1 pri slaboj dostupnosti vode u tlu roga¢ moze odrzavati visoku razinu vode u listovima (Nunes
i sur., 1989). To se postiZze smanjenjem vodnog potencijala u listu kao odgovor na male gubitke
vode (Lo Gullo i Salleo, 1988).

Listovi rogaca su perasto sastavljeni, dugi 10 — 20 cm, izmjeni¢no poredani, s 3 — 5
pari kozastih liski, sa ili bez vr$ne liske. Liske su otprilike 3 — 7 cm dugacke, jajaste do elipticne,
gornja strana im je tamnozelena i sjajna, a donja strana blijedo zelena (Battle i Tous, 1997).
Sklerofilni su, a gornja epiderma, Cije stanice sadrze fenolne spojeve u velikim vakuolama, im
je jako debela i1 jednostruka, dok su puci u nakupinama prisutne samo u nizim slojevima
epiderme (Mitrakos, 1988). Roga¢ ne odbacuje svoje lis¢e u jesen ve¢ svake druge godine u
lipnju ili srpnju i to samo djelomicno, jer obnavlja lis¢e u prolje¢e (Diamantoglou i Mitrakos,
1981).

Rogac je anemofilna i izrazito samooplodna vocka (Passos de Carvalho, 1988; Tous
i Batlle, 1990), ali ga oprasuju i kukci (posebno pcele, muhe i noéni leptiri) (Retana i sur., 1990,
1994; Ortiz i sur., 1996). Cvjetovi rogaca su crveno zelene boje, 6 — 12 mm dugi i uski.
Jednospolni su ili katkada dvospolni (biljke poligamne ili dvodomne), skupljeni u grozdaste
spiralno poredane cvatove koji izbijaju postrance iz grana i tanjeg dijela debla (kauliflorija).
Vec¢inom je dvodomna (dieci¢na) biljka te se muski 1 Zenski cvjetovi nalaze uglavnom na
razli¢itim stablima, ali su prisutni i jednodomni (hermafroditski) oblici. Cvjetovi sva tri tipa
spola izluc¢uju nektar, ali je njegova koli¢ina 1 koncentracija Se¢era najveca u zZenskih cvjetova
(Ortiz i sur., 1996). Zanimljivo je da su svi cvjetovi u po¢etku dvospolni, ali jedan spol najéesce
bude potisnut tijekom kasnijeg razvoja funkcionalno muskih ili Zenskih cvjetova (Tucker,
1992a). Mnoge druge mahunarke poput vrsta Neptunia pubescent i Bauhinia malabarica
(Tucker, 1988b) potporodice Caesalpinioideae Saraca (Tucker, 2000 b), imaju u pravilu
dvospolne cvjetove, dok povremeno bude tucak potisnut i nefunkcionalan i cvijetovi postanu
funkcionalno muskog spola (Tucker, 2003). U evolucijskom smislu, jednospolnost se opéenito
smatra izvedenim iz dvospolnih predaka naprednijim oblikom (Batlle i Tous, 1997).

Dvodomnost nije ¢esta medu leguminozama (Tucker, 1992a). Biljke Zenskog spola
se viSe preferiraju pri sadnji u odnosu na hermafroditne, jer im je prinos obilniji i daju
kvalitetnije plodove. Samo nekoliko sorti hermafroditnih biljaka ima pozeljne uzgojne
znacajke. Zato u voc¢njacima hermafroditne biljke nisu nikada glavni prinosioci, ali mogu biti
znacajne kao oprasivac¢i (Batlle i Tous, 1997). Kao opraSivaci Cesto se koriste 1 izolirane
mladice ili grane koje su preostale na podlozi nakon cijepljenja zenskih plemki (Batlle 1 Tous,

1997). Osim sjemenjem, rogac se moze razmnozavati reznicama i cijepljenjem.



Plod rogaca je srpasta, tamnosmeda ili crvenkasta mahuna duga 10 — 20 cm, Siroka
1,5 — 4 cm koja sadrzi u prosjeku desetak sjemenki dugih do 1 cm (gilic', 2005; Kovaci¢ i sur.,
2008). Pulpa se sastoji od vanjskog kozastog dijela (perikarpa) i mekSe unutarnje regije
(mezokarpa). Na pulpu otpada 90 % ukupne mase ploda, dok ostatak ¢ine sjemenke. Sjemenke
su smjestene poprecno i omedene su mezokarpom, ovalno — jajolikog su oblika i sjajne smede
boje, dugacke oko 1 cm. Broj sjemenki je sortno svojstvo, a kre¢e se od 5 — 15 sjemenki u
plodu. Plod je mesnat i jestiv (Batlle i Tous, 1997).

Rogac je dugozivuca biljka s produktivnim zivotnim vijekom od preko 100 godina
(Karababa i Coskuner, 2013). Za neka stabla na otoku Visu narod smatra da su starija od 2000
godina, a jo$ uvijek daju plod. Urod zna premasiti i 100 kg po stablu. Za rogac se kaze da je
,hajstariji stanovnik Mediterana“, a zbog njegove dugovjecnosti u narodu se govorilo da je

vocka koja se sadi za buducée generacije.

2.4. Genetika rogaca

Genetska raznolikost je raznolikost alela i genotipova odnosno sveukupnost gena svih
zivih organizama te njihova genetska raznolikost izmedu jedinki, populacija, vrsta i visih
taksonomskih kategorija. Genetska raznolikost pruza sirovi materijal za prirodnu selekciju, te
ima vaznu ulogu u maksimaliziranju potencijala vrste da se prilagodi biotickim 1 abioti¢kim
uvjetima okoliSa (Jump i sur., 2009). Bioloska raznolikost, kao jedna od klju¢nih komponenti
brojnosti 1 raznolikosti organizama koji nastanjuju neko podrucje, i genetska raznolikost su
povezani te interaktivno utjecu na procese u ekosustavu (Butchart 1 sur., 2010).

Ocuvanje bioloske raznolikosti je neophodan preduvjet u odrzanju i ocuvanju
raznolikosti nekog prostora, kao 1 pojedinac¢nih vrsta i podvrsta biljnog i Zivotinjskog svijeta.
Vrijednost svakog genoma u prirodi je neprocjenjiva, pa tako gubitak pojedine vrste, podvrste
ili njena modifikacija mogu ujedno znaciti i poremecaj ili ¢ak trajan gubitak bioloSke ravnoteze
unutar nekog stanisSta. EkoloSke posljedice na gubitak bioraznolikosti su postale istaknuto javno
1 znanstveno pitanje (Loreau i sur., 2001; Hooper i sur., 2005). Mediteransko podrucje ima
vazne biljne genetske resurse. Medutim, geneticka erozija, koja je sve ceSca, prvenstveno
gubitak prvobitne biljke 1 genetske raznolikosti, povecala se je tijekom dvadesetog stoljeca
(Maxted i Bennett, 2001).

Najveca prijetnja divljim svojtama u svijetu (pa tako i u Hrvatskoj) je uniStavanje i

gubitak staniSta, dijelom i1 kao posljedica pretvaranja prirodnih staniSta u gradevinsko ili



poljoprivredno zemljiste, izgradnja prometnica i ostalih prometnih putova §to c¢esto dovodi do
fragmentacije stanista.

Proveden je niz istrazivanja vezan uz analizu genetske raznolikosti rogaca (Russo i
sur., 2002; Barracosa i sur., 2008, Caruso i sur., 2008; Tetik i sur., 2011). Saznanja o genetskoj
raznolikosti, unutar svojti moze se koristiti kao nadopuna informacijama o fenotipu biljke i to
je temeljni alat za ocCuvanje raznolikosti jer dopusta organizaciju germplazme i omoguéuje
ucinkovitije uzorkovanje genotipova (Nienhuis i sur., 1993). Kultivari rogata mogu se
okarakterizirati po razliCitim kombinacijama genotipova i fenotipova. Morfoloske i fizioloske
razlike su vrlo bitne i tradicionalno su se koristile za identifikaciju razli¢itih sorti rogaca.
Medutim, tradicionalna identifikacija sorti rogaca koja se temelji na morfoloskim i fizioloskim
karakteristikama zahtjeva veliku koli¢inu fenotipskih podataka do kojih je tesko do¢i i koji
ponekad variraju ovisno o okoliSnim uvjetima Sto moze dovesti do nepouzdane ili pogresne
determinacije sorte. Pored toga varijacije u osobinama ploda i cvijeta, §to je vazno pri
definiranju sorte, mogu se raspoznati samo kod odraslih stabala §to isklju¢uje njihovo koristenje
kod odredivanja mladih biljaka (Tous i Battle, 1990).

U programu oplemenjivanja rogaca nuzno je procijeniti varijabilnost raspolozive
germplazme, jer samo dovoljna Sirina genetske osnove svojstva daje stvarnu mogucnost izbora
za Zeljeno svojstvo. Raspon varijabilnosti, tj. genetska osnova svojstva, moze se proSiriti putem
koriStenja lokalnith populacija, stranih kultivara, krizanja, mutageneze (toplina, Sf gen),
ionizirajuteg zraCenja (X-zrake, y-radijacija), kemijskih mutagena i somaklona. Raspon se
mijenja prirodnom ili umjetnom selekcijom, a varijabilnost svojstva i primjena varijabilnosti
svojstva/svojstava nastalih uslijed selekcije utvrduje se na fenotipskoj i/ili molekularnoj razini
(Grljusic¢ 2003).

Postoji vrlo malo podataka o agronomskim svojstvima kultiviranog rogaca u
specifi¢nim podrugjima (Tous i sur., 2009). Spanjolska je vodeéi proizvodag, a slijede ju Italija,
Portugal, Maroko, Gr¢ka, Cipar 1 Turska (Vekiari 1 sur., 2011). NajviSe podataka i istrazivanja
dostupno je upravo iz tih zemalja. Novija istrazivanja rogaca provedena su u Turskoj na 70
divljih i kultiviranih stabala (Tetik i sur., 2011). Preliminarni rezultati pokazali su da Turska
ima vrlo bogate genetske resurse rogaca koji sadrze znacajne varijacije za veéinu svojstava
ploda (Tetik i sur., 2011). Istrazivanja su pokazala da je u pravilu plod divljeg roga¢a manji.
Takoder prosjecni udio topljivog Cvrstog sadrzaja je bio manji kod divljih, u odnosu na
kultivirane genotipove, dok je prosje¢na ukupna kiselost bila sli¢na kod oba genotipa.

Batlle 1 Tous (1997) su takoder izvjestili da kultivirani roga¢ ima vece plodove

(mahune) s ve¢im udjelom Secera i1 viSe pulpe, u odnosu na divlje genotipove. Prema tim
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autorima ta svojstva ploda zajedno s produktivnoS¢u i prilagodbom na okoli§ Cine glavne
kriterije za selekciju kod uzgajivaca rogaca. Tous i sur. (2009) su zakljucili da je na temelju
prinosa mahuna i sjemenki sorta ,,Duratio” najbolji kultivar u pokrajini Tarragoni u
Spanjolskoj. Provedena su istrazivanja morfologkih svojstava i karakterizacija sorti roga¢a na
podrucju Algarve u Portugalu. Analize izoenzima u rogacu pokazale su niski polimorfizam
izmedu sorti bilo razlicitog ili istog podrijetla i nisu otkriveni specifi¢ni biokemijski markeri za
sorte rogaca iz ove regije (Tous i sur., 1992 , Battle i sur., 1997; Barracosa i sur., 2007).
Odredivanje razlika izmedu individua u populaciji 1 izmedu populacija 1 genetskih
odnosa vrsi se pomo¢u DNA markera koji pokazuju genetsku varijabilnost izravno na razini
DNA molekule. Uporaba DNA markera temelji se na razvoju molekularne genetike i na
Znacajnim otkri¢ima kao Sto su restrikcijski enzimi, lanana reakcija polimerazom, te
mikrosateliti (Satovi¢, 1999). Metode kojima se ispituje varijabilnost na molekularnoj razini su
razliite (izoenzimi, RFLP, PCR), a sve se temelje na polimorfizmu molekula proteina ili
fragmenata DNA. Najkoristeniji sustavi markera su metode AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism — razlika duljine amplificiranih fragmenata), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA — slucajno amplificirana razli¢ita DNA), RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism — razliitost duljine restrikcijskih fragmenata), kao i Cesto koriSteni
markeri SSR (Simple Sequence Repeats — jednostavne ponavljajuce sekvence) ili mikrosateliti.
DNA markeri predstavljaju vrlo ucinkovito sredstvo za brzu analizu genetske raznolikosti
unutar kultivara. Oni nisu ovisni o koriStenom dijelu i razvoju biljke, okoli$nim uvjetima,
zahtjevaju samo mali dio biljnog tkiva. Uz to koriStenje molekularnih markera uglavnom
doprinosi razvijanju tehnika za brZze razmnoZavanje biljaka i klasifikaciju, potvrdujuci ili ¢ak
mijenjajuéi sistematiku i taksonomiju biljaka (Talhinhas i sur., 2003; Gtizeldag i Colak, 2007).
Isto tako napravljena je RAPD analiza genetske raznolikosti iz Cetiri bioklimatske
zone prirodnih populacija Rogaz iz Tunisa. Rezultati su pokazali visoku raznolikost unutar
populacija i visoku genetsku sli¢nost unutar populacija, $to pokazuje da su populacije nedavno
izolirane pod antropogenim utjecajem (Afif i sur., 2006). RAPD analiza je takoder koristena u
istrazivanjima divljih populacija rogaca u Libanonu. Dobiveni rezultati su pokazuli da se
populacije nisu grupirale u klastere na temelju udaljenosti te da postoje znacajne razlike izmedu
i unutar populacija sto, ukazuje da populacije rogaca koje su preostale predstavljaju vrijedne
germplazme (Talhouk 1 sur., 2005). U studiji Barracosa i sur. (2008) koristene su RAPD i AFLP
metode za procjenu genetske varijabilnosti devet glavnih sorti rogaca regije Algarve radi

usporedbe s njihovim morfoloskim karakteristikama.



Battle 1 Tous (1997) izvjestavaju da su Turska i Maroko vazni kao izvor divljih
populacija rogaca. U Turskoj se divlji roga¢ razmnozava iz sjemena, dok se kultivirani varijeteti
lagano dobivaju vegetativnim presadivanjem. Prema Vadar i sur. (1980) u Turskoj se uzgajaju
tri tipa rogaca: divlji (mahune su tanke, duge i ravne, ponekad savijene, smede boje), mesnati
(mahune su debele, kratke i ravne, smede boje) i "Sisam" roga¢ (mahune su debele, kratke i
ravne, svjetlosmede boje). Pekmezci i sur. (2005) su odabrali pet superiornih kultivara i sedam
divljih genotipova s isto¢nog dijela mediterana odnosno, 4 uzgojena i 10 divljih genotipova sa
zapadnog dijela Mediterana i Aegian regije u Turskoj, radi usporedbe razli¢itih znacajki

izmedu divljih 1 kultiviranih genotipova.

2.5. Rasprostranjenost rogaca u svijetu i Hrvatskoj

Roga¢ je tipicna Mediteranska suptropska vocka sa specificnim zahjevima za
klimatskim uvjetima. Najvise mu odgovaraju staniSta u niskoj zoni vegetacije Mediterana
zajedno sa drugim vrstama kao Sto su Pistacia lentiscus, Olea europaea var. sylvestris,
Tetraclinis articulata, Juniperus phoenicea, Pinus halepensis i Quercusilex, formirajuéi
asocijacije Oleo-Ceratonion, Pistacio-Rhamnetalia (Gharnit i sur., 2004; Aafi i sur., 1996;
Ouchkif isur., 1988; Zohary i sur., 1996). Plodovi rogaca obzirom da su tvrdi i relativno otporni
mogu se skladistiti 1 transportirati na velike udaljenosti.

Smatra se da je rogac prirodno rasprostranjen od Turske, Cipra, Sirije, Libanona, 1zraela,
Jordana, Arapskog poluotoka, juznog Egipta do Tunisa i Libije otkud je proSiren na zapad. Grei
su ga prenijeli u Grcku i Italiju, a potom su ga Arapi prosirili obalom sjeverne Afrike, zatim na
jug i istok Spanjolske, odakle je prenesen na jug Portugala i jugoistok Francuske (Hillcoat i
sur., 1980). Na mnogim mjestima diljem zapadnog Sredozemlja, roga¢ se spontano pojavljuje,
ali se smatra da su to divlji primjerci nastali iz sjemena kultiviranih sorti. U najvecem djelu
mediteranskog podrucja divlji rogac je rasprostranjen u, vise ili manje, istom zemljopisnom i
klimatskom pojasu kao i onaj kultivirani (Batle i Tous, 1997). Na primjer u Maroku rogac raste
samoniklo ili je kultiviran u toplom i umjerenom Mediteranskom pojasu s polu-susnom i sub-
vlaznom klimom minimalnih temperatura do 3 °C i nadmorske visine do 500 m, a iznimno od
900 do 1600 m (Gharnit i sur., 2004; Foury i sur., 1954; Magini i Tulstrup, 1955; Rejeb i sur.,
1991).

U Hrvatskoj rogac je prosiren u zimzelenom pojasu zajednice Oleo-Ceratonion, od
granice sa Crnom Gorom preko Dubrovackog primorja (uski pojas od Dubrovnika do Slanog)

i na poluotoku Peljescu, gdje ga najvise ima, te na otocima: Sipan, Lopud i Mljet. Nadalje ima
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ga na otocima Vis, Lastovo, Koréula, Hvar, Bra¢ i Solta te na Malom i Velikom Drveniku.

Uglavnom raste na nizim nadmorskim visinama i u uskom obalnom pojasu na udaljenosti od

100 do 150 m od mora (Miljkovi¢, 1991).

2.6. Uzgoj i sorte rogaca

U svijetu postoji velik broj sorti roga¢a, a medu najkvalitetnije ubrajaju se i neke od
hrvatskih sorti. Medutim, obzirom da je kultura rogaca kod nas zapostavljena, niti jedna sorta
rogaca se ne nalazi na sluzbenoj sortnoj listi Republike Hrvatske.

Na temelju arheobotanickih nalaza (spaljenog drva i sjemenke) u Izraelu, utvrdeno je da
je rogaé postojao u isto¢nom Mediteranu dugo prije poc¢etka neoliticke poljoprivrede oko 4000
pr. n. e. (Liphschitz, 1987). U arheoloskim iskopinama u blizini vulkana Vezuv u ltaliji,
pronadeni su ostaci karboniziranih mahuna rogaca koji potjec¢u iz razdoblja nakon njegove
erupcije 79 g. n. e. (Meyer 1980). Smatra se da je rogac¢ kultiviran relativno kasno, a kao razlog
tome navode se poteSkoce sa vegetativnim uzgojem rogaca. Sli¢no kao kod vecéine voénih
kultura Starog svijeta, kultiviranje rogaca se temelji na prijelazu sa spolnog razmnozavanja u
divljini na vegetativno razmnozavanje U uzgoju (Zohary, 1996).

Uzgoj rogaca zapoceo je relativno kasno i zbog toga $to u anticko doba nije bio potreban
jer su divlja stabla bila uobicajena u isto¢énom dijelu Mediterana (Hillcoat i sur., 1980). Tri
glavne osobine po kojima se razlikuju domace sorte rogaca od svojih divljih srodnika su: veca
mahuna, viSe pulpe i veéi udio Secera. Povecanje dimenzija sjemenki i njihovog broja je manje
vidljivo (Batle i Tous, 1997).

Stoljeca kultiviranja dovela su do stvaranja brojnih lokalnih sorti koje se razlikuju s
obzirom na veli¢inu i kvalitetu ploda, broj sjemenki u plodu, produktivnost, otpornost na bolesti
1 Stetnike. Mnoge sorte su nepoznatog podrijetla i danas predstavljaju dio genofonda populacija
rogaca odredenog podrucja. Batlle i Tous (1997) opisuju 26 sorti rogaca, dok je vise od 80
klonova roga¢a pohranjeno u kolekciji Sveucilista u Kaliforniji. Neke od poznatih svjetskih
sorti su: Amele di Bari, Bonifacio, Gibiliana, Saccarata i Tantillo (Italija), Banya de cabra,
Casuda, Matalafera, Negra, Ramillete i Rojal (Spanjolska), Hemere i Tylliria (Gréka), Sisam,
portugalske Galhosa i Mulata (Turska), Bolser, Clifford, Conejo, Horne, Imera i Santa Fe
(Kalifornija), Koumbota i Tylliria (Cipar) Tylliria, Sandalawi, Habati (lzrael), te sorta Sfax
(Tunis) (Batlle i Tous, 1997).

Sorte rogaca pokazuju znacajnu genetsku raznolikost, ali i raznolikost u morfoloskim,

agronomskim i tehnoloskim znac¢ajkama (Barracosa i sur., 2007; Sidina i sur., 2009; Oziyci i
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sur., 2014). Medutim, kao $to je veé reeno, analize DNA s izoenzima pokazale su niski
polimorfizam izmedu kultivara razli¢itog (Tous i sur., 1992; Batlle i sur. 1996) i istog podrijetla
(Barracasa i sur., 1996). Takoder, istrazivanja su pokazala da su divlji i kultivirani rogaci
izoenzimski sli¢ni (Batlle i sur., 1996). U Hrvatskoj roga¢ se u ve¢im koli¢inama uzgajao u
Komizi na Visu, gdje se je i tradicionalno sadio prilikom svetkovina. Nekad je prekrivao velike
povrsine na podrudju toga grada te je uz maslinu, smokvu i badem bio vazna gospodarska
kultura (www.slobodna dalmacija.hr). Nazalost danas je uzgoj rogaca zanemaren tako da su i
sorte u nas slabo poznate. Kako kultura uzgoja rogaca u Hrvatskoj nije imala veliku vaznost,
tako u proizvodnju nisu niti uvedene nove strane sorte, pa nema podataka o ponasanju stranih
sorti u nasim ekoloSkim uvijetima. Prema popisu sorti vo¢nih vrsta Zavoda za sjemenarstvo i
rasadnicarstvo u Osijeku (Popis vocnih vrsta, 2010), u Hrvatskoj raste 5 sorti rogac¢a (Komiski,
Kor¢ulanski, Medunac, Puljiski i Sipanski). One do danas nisu ni farmakobotani¢ki ni
nutritivno okarakterizirane a njihov uzgoj i prerada su, osim na otoku Visu, potpuno
zapostavljeni. Inace, u literaturi se spominje jos nekoliko domacih sorti: Sipanski dugi, Komiski
krupni, Moliski, Kostunac (Bubi¢, 1977); Komiski veliki, Sipanski i Mekis, a od stranih sorti
uzgajan je Puljiski roga¢ iz Puglie u Italiji (Miljkovi¢, 1991).

Komiski veliki (tusti) roga¢ je autohtona domaca sorta iz grada Komize na otoku Visu,
ali je proSirena uzduz ¢itavog uzgojnog podrucja rogaca. Ovu sortu odlikuju velika stabla sa
sirokom, bujnom kro$njom. Prinosi su obilni i redoviti a mahune su duge, krupne, $iroke i
mesnate, vrlo dobre kakvoce, te kada sazriju sadrze 70 % Secera. Mahune se lako lome i melju.
To je u Hrvatskoj najranija sorta, koja dozrijeva u kolovozu (Anonymius., 2014)

Sipanski rogaé je takoder autohtona sorta koja se najvise uzgaja na otoku Sipanu, te u
Dubrovackom primorju. Ubraja se u stolne sorte, jer se njegove mahune prili¢éno dugo mogu
Cuvati u skladistu. Plodovi su srednje veli¢ine, mesnati i ¢esto malo zavinuti, dobre kakvoce ali
se tesko lome i melju. Mahune dozrijevaju pocetkom rujna.

Meki$ roga¢ ima manje plodove, dobre kakvoce, koji nakon suSenja ostaju prili¢no
mekani. Uzgoj ove sorte je proSiren na podru¢je Dubrovnika.

Puljiski rogac je sorta podrijetlom iz Italije i jedina je strana sorta rogaca u Hrvatskoj.
Visoke je rodnosti, mekanog i slatkog ploda, te je najrodnija sorta rogaca u nas. Ubraja se u
stolne sorte, a plodovi se tesko lome i melju. Plod je mesnata, slatka mahuna, nesto manja od

Komiskog i Sipanskog rogaéa. Dozrijeva krajem kolovoza (Miljkovi¢, 1991).
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2.7. Nutritivni sastav rogaca

Proveden je niz istrazivanja vezan uz nutritivni sastav ploda rogaca, a osobito u
zemljama u kojima se rogac¢ uzgaja na plantazama u komercijalne svrhe kao §to su Grcka,
Turska, Egipat, Maroko, Jordan (Ayaz i sur., 2007; Youssef i sur., 2013; Makris i Kefalas,
2004; El-shatnawi i Ereifej, 2001; EI-Hajaji i sur., 2010; Khilfa i sur., 2013; Dakia i sur., 2007;
Benchikh i sur., 2014; Khair, 2001). Komercijalno najznacajniji dio ploda, odnosno mahune
rogaca je pulpa koja, kao $to je ve¢ receno, ¢ini 90 % mase ploda i sjeme koje ¢ini ostalih 10 %
mase ploda (Battle i Tous, 1997).

Kemijski sastav ploda varira ovisno o uzgoju i ekoloskim uvjetima, sorti, genetskom
utjecaju (genetski make-up), podrijetlu i vremenu berbe (Zografakis i Dasenakis, 2000;
Orphanos i Papaconstantinou, 1969). Glavne sastavnice ploda rogaca (Tablica 1) su
ugljikohidrati (monosaharidi, polisaharidi), prehrambena vlakna (topiva i netopiva), proteini i
lipidi, koji zajedno ¢ine vise od 50 % sastava rogaca (Albanell i sur., 1991), zatim aminokiseline
i masne kiseline, minerali, vitamini, polifenoli, vlaga (voda) i pepeo (lipumbu, 2008). Poznato
je da je pulpa rogaca bogata Secerima (48 — 56 %) (Markis i Kefalas, 2004; Wiirsh i sur., 1984;
Bravo, 1994) a siromasna mastima (Khilfa i sur., 2013). Sjemenka i klica sadrze vise masti a

manje ugljikohidrata nego pulpa rogaca (Hajaji i sur., 2010).

Tablica 1. Sastav ploda rogac¢a (Battle i Tous, 1997; Avallone i sur.,1997; Yousif i sur., 2000;)

Sastavnice Udio (g/100 g)
Voda 3,6-18,0
Proteini 10-7,6
Masti 02-23
Ugljikohidrati 48,0 — 88,9
Ukupni Seceri 32,0-60,0
Prehrambena vlakna 2,6 —39,8
Polifenoli 0,5-20,0
Pepeo 1,0-6,0

Obzirom da je plod rogaca bogat SeCerima koristi se kao zasladiva¢ u mnogim
prehrambenim proizvodima. Od Seéera je najviSe zastupljena saharoza (32 — 38 %), zatim
glukoza (5 — 6 %), fruktoza (5 %) i maltoza (Orhan i Sener, 2002). Nadalje, pulpa sadrzi i oko
18 % celuloze i hemiceluloze (Orhan i Sener, 2002). Vlakna ploda rogafa bogata su

polifenolima te sadrze 24 razlicita polifenola (Oven i sur., 2003).
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Brasno rogaca zbog svoje boje 1 okusa Cesto se koristi kao zamjena za kakao u
cokoladi. Prednost rogaca u odnosu na kakao moze se pripisati ¢injenici da brasno rogaca ne
sadrzi kofein, teobromin i oksalnu kiselinu (Biner i sur., 2007). Oksalna kiselina u ve¢im
koli¢inama moze biti toksi¢na za ljude zbog stvaranja bubreznih kamenaca koji mogu dovesti
do ozbiljnih oSteCenja bubrega. Istrazivanja Khilfa i sur. (2013) vezana su za uporabu brasna
ploda rogaca kao zamjene za kakao u ¢okoladnoj industriji i prednosti roga¢a u odnosu na
cokoladu.

Gubbuk i sur. (2010) u svojoj studiji odreduju udio masti i masnih kiselina u rogacu i
utvrduju da su najzastupljenije masne kiseline metil esteri oleinske kiseline i linolenske
kiseline. Zakljuc¢ili su da lipidna komponenta rogaca sadrzi priblizno jednaku koli¢inu zasi¢enih
i nezasi¢enih masnih kiselina. U pulpi udio masti, koja je bitan izvor energije i vitamina
topljivih u mastima, se krece od 0.2 do 2.3 g/100 g uzorka. Ulje sjemenki rogaca sadrzi veliku
koli¢inu esencijalnih masnih kiselina (Orhan i Sener, 2012).

Prema Batlle i Tous (1997) u plodu rogaca je nadeno sedam aminokiselina: alanin,
glicin, leucin, prolin, valin, tirozin i fenilalanin. Od njih su tri esencijalne aminokiseline leucin,
glicin i valin (Cooper i sur., 2000). Mahuna rogaca takoder sadrzi i vitamine A, Bs, C, E, folati,
tiamin, riboflavin, niacin i pantotensku kiselinu (Nielsen, 2003).

Sjemenka rogaca, kao §to je ve¢ reCeno, se sastoji od ovojnice (30 — 33 %) i
endosperma (42 - 46 %), te klice (23 — 25 %). Visoku viskoznost, kao fizikalno svojstvo
mljevenog rogaca sa sjemenkama, daju galaktomanani koji se nalaze u endospermu sjemenki
rogaca. Galaktomanani su polisaharidi sastavljen od manoze i galaktoze u omjeru 4:1, a u vodi
stvaraju otopine visoke viskoznosti. Klica je izrazito bogata proteinima, dok ovojnica sjemena
sadrzi antioksidanse (Battle 1 Tous, 1997).

Sastav rogaca ovisi i 0 ekoloSkim ¢imbenicima i uvjetima tla, pa su tako primjeéene
znaajne razlike u udjelu Secera, proteina, masnih kiselina i polifenola izmedu lokaliteta
(Vekiari i sur., 2011). Udio proteina krece se izmedu 1,0 — 7,6 g/100 uzorka ploda, ovisno o
sorti, podrijetlu i poljoprivrednoj praksi (Calixto i Canellas, 1982;. Owen i sur., 2003). Mahuna
rogaca, koja sluziti i kao bogati izvor ugljikohidrata, moze imati i do 89 g/100 g uzorka, ovisno
o sorti, klimi i drugim ekoloskim ¢imbenicima (Biner i sur., 2007).

Plod je takoder dobar izvor antioksidansa (Makris i Kefalas, 2004). Nositelji
antioksidativnih svojstava rogaca su polifenoli koji zbog modulacije odredenih proteina
povoljno djeluju na ljudsko zdravlje (Sakakibara i sur., 2003; Papagiannopoulos i sur., 2004;
Owen 1 sur., 2005), stoga je rogac kao izvor polifenola iznimno vrijedna namirnica. Povoljan

ucinak ukljucuje prevenciju koronarnih sr¢anih bolesti, antialergijski u¢inak, prevenciju raka i
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vazo-relaksaciju (Sakakibara i sur., 2003). Ipak, koristenje sirovog ploda u ljudskoj prehrani je
ograni¢eno zbog vece koli¢ine tanina koji mu daju trpkost i gor¢inu (Avallone i sur., 1997).
Nova saznanja o kemijskom sastavu rogaca otvaraju i razne mogucnosti uklapanja
rogaca u obrasce zdrave prehrane. Osobito je naglasen znacajan antioksidativni potencijal ploda
i lista rogaca, kao i ovojnice sjemenke. Obzirom da sintetski antioksidansi mogu imati toksi¢no
djelovanje, prirodni ekstrakti koji imaju znacajniji antioksidativni u¢inak, kao $to je to ekstrakt
rogaca mogu imati Siroku primjenu kao nutritivni suplementi (Kumazawa i sur., 2002; Goulas
i sur., 2016) te je u tom smislu zanimljivo istraziti mogucnosti rogaca kao suhog ekstrakta

odredenih fizikalno kemijskih karakteristika.

2.8. Uporaba i gospodarski znac¢aj rogaca

Plod rogaca se Kkoristi u razli¢ite svrhe, ali najvaznija uporaba je u prehrambenoj
industriji te se od njega dobivaju proizvodi kao karuba guma, Secer, alkohol (Carlson, 1986;
Tous i sur., 1992). Svjetska proizvodnja rogaca procjenjuje se na oko 310.000 tona godiSnje, a
glavni proizvodadi su Spanjolska, Italija, Portugal, Turska, Maroko, Gréka, Cipar (Konate i
sur., 2007; Battlle i Tous, 1997; Gubbuk i sur., 2013). Procijenjuje se da je ukupna svjetska
proizvodnja rogaca oko 188 000 tona godi$nje, na povrsini od 84 000 hektara (FAO, 2011). Za
zemlje Evropske unije trenutna proizvodnja iznosi oko 75 % svjetske proizvodnje (Tablica 2).

Roga¢ se stolje¢ima upotrebljavao u razlicite svrhe, a gotovo svi dijelovi biljke su
korisni covjeku. Moze se koristiti kora, plod, sjemenka i list rogaca. Vrijednost rogaca
poznavali su i stari Egipcani koji su ga koristili za prehranu, kao zasladivac, ali 1 u terapijske
svrhe. Koristen je i u mumificiranju, a u grobnicama su nadene mahune i sjemenke rogaca.
Kora rogaca se koristila za proizvodnju ogrijeva, ugljena i oruda. U biljeskama Grckog filozofa
Teofrasta, roga¢ se spominje kao ,,egipatska smokva®, dok su Rimljani jeli zelene i svjeze
mahune zbog njihove prirodne slatkoce. Brasno rogac¢a mjesalo se sa pSeni¢nim pri pravljenju
kruha, a koristilo se i kao krmivo za stoku. Suhe mahune, koje obiluju ugljikohidratima i
bjelancevinama, nisu kvarljive, pa ih se cijenilo kao osobito prikladnu hranu za pomorce na
dugim putovanjima.

Danas se plodovi i sjemenke rogaca koriste u prehrambenoj, farmaceutskoj i
kozmetickoj industriji. Stabla rogaca su takoder zanimljiva kao ukrasno bilje, za uredenje
parkova, okucénica, vrta, za zaStitu od vjetra te za poSumljavanje (Iipumbu, 2008). Vrijedno je i
lis¢e koje se upotrebljava u Turskoj narodnoj medicini kao sredstvo protiv dijareje i kao

diuretik. Naime listovi ove biljke imaju visoki udio polifenola sa jakim antidijaroi¢nim i
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antioksidativnim svojstvima i vazan su izvor prirodnih antioksidansa (Agullo, 1997; Hajaji i
sur., 2010; Hsouna i sur., 2011). Istrazivanja pokazuju i mogucnost upotrebe li§¢a u
farmaceutici i medicini, jer spojevi kao Sto su mitricin, gali¢na kiselina, epigalokatehin-3-galat
koji su pronadeni u listu roga¢a mogu sprijeciti rast bakterije Listeria monocytogenes koja

izaziva bolest listeriozu (Aissani, 2012).

Tablica 2. Glavni proizvodaci, podrucje i koli¢ine proizvodnje roga¢a (Gubbuk i sur., 2013)

Zemlja Podrugje Proizvodnja Postotak ukupne
(ha) (tone) proizvodnje (%)

Italija 9.183 44.749 23,8

Spanjolska 43.883 38.380 20,4

Portugal 8.274 31.067 16,6

Grcka 5.284 20.901 112

Maroko 9.717 20.489 10,9

Turska 2.910 13.972 74

Cipar 1.353 10.560 5,6

Ostale* 3.564 7.802 4,1

Ukupno 84.168 187.920 100

*Alzir, Izrael, Jordan, Libanon, Meksiko

Ipak, rogac je najvazniji u prehrambenoj industriji gdje se njegov plod Kkoristi pri
proizvodnji posebnih kruhova i slastica. Plodovi rogaca usitnjavaju se, te se odvaja sjeme i
slatki viskozni dio, pulpa. Od pulpe ploda dobiva se brasno koje se koristi u prehrambene svrhe.
Cesto se brasno rogaca, kao §to je ve¢ reeno, koristi kao zamjena za ¢okoladu, jer ne sadrzi
kafein i teobromin (Rakib i sur., 2010), a zbog visoke koncentracije Se¢era smanjuje potrebu za
zasladivac¢ima u nekim prehrambenim proizvodima (Yousif i Alghzawi, 2000; Kumazawa i
sur., 2002). Plod rogaca koristi se i pri pripremi brojnih napitaka, likera i rakija. Sirup od rogaca
koji je dobiven ekstrakcijom plodova rogac¢a s vodom je jedno od popularnih napitaka u
zemljama kao $to je Egipat (Zografakis i Dasenakis, 2000). Pulpa se Koristi i kao sto¢na hrana
u proizvodnji krmiva za prehranu stoke, jer joj je hranidbena vrijednost iznad, primjerice,
ozimog je¢ma. Zbog visokog udjela tanina, takoder se moze koristiti za izradu farmaceutskih
proizvoda (Kumazawa i sur., 2002).

U Hrvatskoj prerada rogaca je uglavnom zanemarena. Jedna od iznimki je otok Vis gdje
se uzgaja i preraduje. U Komizi su viSestoljetni nasadi rogaca, a komiski roga¢ autohtona je
sorta, poznata po kvaliteti i nazivu tvz. "komiski Veliki ili Tusti rogac". U Komizi se preraduje
rogac¢ ve¢ gotovo 50 godina, a 1 danas postoji mlin za mljevenje rogaca kapaciteta 1000 kg na

dan. Takoder, od rogaca se radi poznata komiska rakija "Rogacica".
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U prehrambenoj industriji najznacajnije su sjemenke rogaca koje se melju u brasno od
kojeg se dobiva karuba guma, prehrambeni aditiv (E 410), koji se koristi u recepturama raznih
prehrambenih proizvoda (Kawamura, 2008) zbog sposobnosti stvaranja viskoznih otopina i
stabiliziranja emulzija i disprezija (Macleod i Forcen, 1992). Karuba guma je prirodni, neopasni
aditiv, a u prehrambenoj industriji koristi se kao zgu$njiva¢, emulgator i stabilizator.
Upotrebljava se u pekarskim proizvodima, konditorskoj industriji, desertima na osnovi voca i
povréa, umacima, U bezalkoholnim osvjezavajué¢im napitcima, koncentratima za juhe i umake,
grickalicama od zitarica i kao zamjena za mlijeCne proizvode. Zbog svoje antioksidativne
aktivnosti kao i s obzirom na visok udio prehrambenih vlakana, nisku zastupljenost masti, malu
energetsku gustocu, karakteristicnu aromu i odsutnost glutena, uporaba brasna rogaca u
prehrambenoj industriji mogla bi imati §iru primjenu, osobito u proizvodnji funkcionalne hrane
(Kumazawa i sur., 2002).

Plod rogaca je u nekim zemljama u razvoju, kao §to je Juzna Afrika, lako dostupan, te
se u kucanstvima s niskim primanjima, moze sakupljati sirov i konzumirati bez prerade kao
jeftina ali visoko nutritivna namirnica. Alternativno u takvim prilikama bi se plodovi mogli
sakupljati i prodavati pogonima za obradu i proizvodnju hrane, na taj nacin imati vaznu ulogu
u poboljsanju prehrambene situacije u zemljama u razvoju (lipumbu, 2008). U Juznoj Africi,
narucito u provinciji Western cape rogac raste obilno (kultivirani i divlji), ali nazalost veliki dio

tog vrijednog izvora kvalitetnih nutrijenata uglavnom propada svake godine (Muller, 2005).

2.9. Polifenoli i antioksidativna aktivnost rogaca

Istrazivanja provedena tijekom protekla dva desetljeca (Avallone i sur., 1997; Owen i
sur., 2003; Makris i Kefalas, 2004; 2004a; Gruendel i sur., 2006; Ayaz i sur., 2007; Custodio i
sur, 2009 i 2011; Ortega i sur., 2009; Crone i sur., 2009; Hajaji i sur., 2010; Rakib i sur., 2010;
Roseiro i sur, 2013; Durazzo i sur., 2014) ukazuju da je rogac, osim prehrambenim vlaknima
koja imaju niz fizioloskih svojstava, bogat i nekim drugim promotorima zdravlja, odnosno
komponentama kao $to su fitokemikalije s naglaskom na polifenole.

Polifenoli su vrlo heterogena grupa kemijskih spojeva koja sadrzi dvije ili vise fenolnih
(hidroksibenzenskih) skupina, sveprisutna u biljnim organizmima koji ih sintetiziraju kao
sekundarne metabolite tijekom normalnog razvoja kao odgovor na stresne uvjete (ozljede,
infekcije, UV zrafenje). Ova skupina biljnih metabolita ukljucuje vise tisu¢a (8000) poznatih
spojeva u rasponu od jednostavnih fenolnih kiselina i njihovih derivata, flavonoida, stilbena i

kalkona do slozenih spojeva promjenjivog sastava kao Sto su tanini ili trjeslovine. Tanini u
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mahunama rogaca su visoko polimerizirani (molekularna masa moze biti i do 32000), netopivi
I pojavljuju se u neporoznoj granularnoj formi (Wursch 1984).

Osim §to su esencijalne molekule u fiziologiji biljke, obzirom da su uklju¢eni u funkciju
rasta, pigmentacije, rezistencije na patogene kao i u procesu fitoaleksacije (privlace oprasivace),
polifenoli zbog svoje specifi¢ne bioloSke aktivnosti imaju antioksidativna (Rice - Evans i sur.,
1995), antimutagena (Yomagishi i sur., 2000) antikancerogena (Mukthar i sur., 1992)
antiproliferativna (Manthey i sur., 2002) i antiestrogena (Messina i sur., 1991) svojstva.

Dobro je poznato da oksidativni stres moze uzrokovati osteenja stanica i posljedi¢no
tome moze biti uzrokom razli¢itih bolesti. U tim slu¢ajevima aktivnost endogenih enzimatskih
antioksidansa superoksid dismutaze (SOD), glutation peroksidaze (GPx), glutation reduktaze
GR) i katalaze (CAT), nije dovoljna za prevenciju nastanka oksidativnog stresa koji predhodi
takvoj bolesti, te je potrebno povecati unos egzogenih antioksidansa. Upotreba sinteti¢kih
antioksidansa koja je uobicajena u farmaceutskoj, kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji u
novije vrijeme je upitna zbog sve vece ekoloske osvjes¢enosti i moguée toksi¢nosti nekih
suplemenata, ukoliko se unose kumulativno u ve¢im koli¢inama (Valentao i sur., 2002).

Pravilan i kvalitetan unos polifenola prehranom, ima pozitivan u¢inak na prevenciju
kardiovaskularnih  bolesti, dijabetesa, nekih vrsta karcinoma, autoimunih bolesti,
neurodegenerativnih bolesti (Alzheimer, Parkins), ateroskleroze kao i u procesu starenja
(Heinecke, 1997; Moreira i sur., 2005; Naito i sur., 2006; Paz-Elizur i sur., 2008). Zbog toga se
preporuca hrana bogata prirodnim antioksidansima, odnosno biljnim namirnicama bogatim
polifenolima, a osobito flavonoidima. Kao jedna od takvih protektivnih namirnica mogao bi se
koristiti roga¢, koji predstavlja jednu ne previse skupu sirovinu bogatu nutritivno iskoristivim
komponentama, prehrambenim vlaknima i polifenolima. Nekoliko studija pokazaju da
kumulativni unos rogaca u prehrani moZe utjecati na sniZzenje ukupnog i LDL kolesterola kod
pacijenata sa hiperkolesterolemijom (Kumazawa i sur.; 2002, Makris i Kefalas, 2004), ima
pozivitivan u¢inak na metabolizam inzulina i iskoristivost glukoze, te povoljan utjecaj na unos
energije i regulaciju tjelesne mase (Gruendel i sur. 2006, 2007a, 2007b). Ekstrakt lista rogaca
Cesto se koristi u tuniskoj narodnoj medicini kao laksativ, diuretik i u terapiji gastroenteritisa u
dojencadi (Kivcak i sur., 2002).

Galna kiselina kao glavna fenolna komponenta ekstrakta rogaca modulira ekspresiju
gena (katalaza i superoksid dismutaza) i $titi adenoma stanice od genotoksi¢nosti vodikovog
peroksida (Klenow i sur., 2009). Takoder je dokazano da galna kiselina, epigalokatehin-3-O-
galat (EGCG) i epikatehin - 3 — O — galat (ECG) iz ekstrakta ploda i lista rogac¢a smanjuje,

ovisno o dozi, proliferaciju T1 stani¢ne linije misjeg hepatocelularnog karcinoma. Maksimalni
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ucinak je pri dozi od 1mg/mL, a dokazana je i indukcija apoptoze nakon 24 h putem direktne
aktivacije kaspaze 3 (Corsi, 2002). Koncentracije galne kiseline najveée su u zrelim mahunama
rogaca (Makris i Kefalas, 2004). Galna kiselina, miricitrin, izokvercetin i EGCG, koji su
sastavnice lista rogaca, inhibiraju rast Listeria monocytogenes pa djeluju bakteriostatski i to
tako da inhibiraju bakterijski citoplazmatski enzim, prolin dehidrogenazu (Aissani i sur., 2012).
Ekstrakt lista roga¢a moguci je zastitni faktor u smanjenju oksidativnog stresa (Hsouna i sur.,
2011).

Jednostavni fenoli i1 polifenoli nadeni u vlaknima rogaca potentni su ¢istaci reaktivnih
kisikovih spojeva a flavonoidi uz to i inhibitori enzima ksantin oksidaze i ciklosigenaze te
inhibitori produkcije citokina, koji su takoder ukljuceni u etiologiju karcinoma (Owen i sur.,
2003, Soriani i sur., 1998; Wadsworth i Koop, 1999). Na vaznost unosa polifenola, uz
prehrambena vlakna, ukazuje i inhibicija rasta humane stani¢ne linije adenokarcinoma
ekstraktom ploda rogaca (Klenow, 2008).

Tijekom dvogodi$njeg istrazivanja mahuna, zrna i klica rogaca s nekoliko lokaliteta na
Siciliji uz makronutrijente odreden je i udio ukupnih polifenola i tanina (Avallone i sur., 1997).
Koncentracije polifenola i tanina bile su vece u klicama rogaca (40.8 mg/g dnosno16.2 mg/g
kondenziranih 1 2.98 mg/g hidrolizabilnih tanina) u odnosu na mahune rogaca (19.0 mg/g
odnosno 2.75 mg/g kondenziranih i 0.95 mg/g hidrolizabilnih tanina). U sjemenkama su ove
komponente nadene samo u tragovima §to je potvrdeno i u nekim drugim studijama (Lambraki
i Karagouni, 1998; Kumazawa i sur., 2002). Novija istrazivanja ukazuju na brasno zrna rogaca
kao vrlo kvalitetnu sirovinu, bogatu prehrambenim vlaknima i polifenolima uz pozitivnu
korelaciju izmedu ukupnih polifenola, lignana i antioksidativnog svojstva (Durazzo i sur.,
2014). Kemijskom degradacijom tanina nastaju flavanoli, ukljucuju¢i katehine, epikatehine,
epigalokatehine, epigalokatehin galate 1 epikatehin galate uz jo§ neke jednostavne fenole kao
sto su fluoroglucinol, pirogalol, katehol i galna kiselina (Lambraki i Karagouni, 1998).
Medutim, iako su mahune bogate taninima veéina istrazivanja svedena je na odredivanje udjela
tanina u mahuni rogacéa s vrlo malo definiranja njihove strukture (Silanikove i sur., 2006).

Owen i sur. (2003) smatraju da su vlakna rogaca, u odnosu na ostale mediteranske
plodove, kao §to su npr. masline, bogata fenolnim antioksidansima te sadrze velike koli¢ine
razli¢itih fenolnih komponenti: jednostavnih fenola (0,079 g/kg), polifenola (1,688 g/kg),
slobodnih flavonola i flavanola (0,132 g/kg), glikoziliranih flavonola (0,879 g/kg),
izoflavonoida (0,001 g/kg), flavonona (0,019 g/kg) i galotonina (1,150 g/kg). Identificirano i
kvantificirano je 24 individualnih struktura ¢ije koli¢ine su se kretale od vrlo niskih (izoflavon,

genistein, 0.50 mg/kg) do vrlo visokih koli¢ina (galna kiselina 1.65 g/kg). Istrazivanjem fenolne
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frakcije mahune rogaca (Corsi, 2002) dobiveno je ukupno 1.36 g/kg fenola s dominacijom galne
kiseline od 88 % i sa relevantnim doprinosom katehina, epigalokatehina i epikatehin galata.
Sakakibara i sur. (2003) dobivaju vrlo sli¢ne rezultate ali sa znatno nizim prinosom fenolnih
spojeva (0.23 g/kg). Takoder je istaknuta dominacija galne kiseline (91%) sa manjim prinosom
kvercetin glukozida, katehina i elagi¢ne kiseline. Glavne razlike u rezultatima dobivenim iz
studija Owena i sur. (2003), Corsi i sur. (2002) i Sakahibara (2003) su u varijabilnosti i koli¢ini
ekstrahiranih fenolnih spojeva. To se moze tumaciti razli¢itos¢u ekstrakcije odnosno ovisno o
tome da li su ekstrahirane mahune rogaca ili u vodi netopiva vlakna (Corsi i sur., 2002) kao i
razlikama u otapalima, vremenu i temperaturama prilikom ekstrakcije (Makris i Kefalas, 2004).
Obzirom da varijabilnost literaturnih podataka o strukturi i ukupnom udjelu polifenola u rogacu,
bilo u plodu ili listu, ovisi osim o geografskom podrijetlu, klimatskim faktorima, spolu drva
rogaca i 0 ekstrakciji, relativno dosta je istraZivanja vezano i uz metode ekstrakcije (\Vekiari i
sur., 2011; Custodio i sur., 2011; Ouzounidou i sur., 2012; Bernardo-Gill i sur., 2011).

Plodovi rogaca iz Anatolije su dobri izvori polifenola (13.51 mg ekvivalent gali¢ne
kiseline (GAE)/g suhe tvari), proantocijanidi (0.36 mg GAE/g suhe tvari), galatonina (0.41
katehin ekvivalent (CE)/g suhe tvari) i flavanola (3.21 mg CE/g suhe tvari proteina) (Ayaz i
sur., 2007). Nutritivnim sastavom vrlo su sli¢ni plodovima gr¢kih rogaca (Makris i Kefalas,
2004; Vekiari i sur., 2011). Takoder je istrazen utjecaj spola i kultivara na antioksidativnu i
citotoksi¢nu aktivnost portugalskih rogaca (Custodio i sur., 2011b). Ekstrakti dobiveni iz
plodova rogaca (6 Zenskih i1 2 hermafrodita) bogati su ukupnim polifenolima (osobito
katehinom i galnom kiselinom), pokazaju jaku antioksidativnu aktivnost i utje¢u na smanjenje
vijeka trajanja Zivota razli¢itih humanih kancerogenih stanica. Spol i kultivar znacajno utje¢u
na kemijski sastav i biolosku aktivnost ekstrakata. Ekstrakti iz hermafroditnih mahuna imaju
veci udio fenolnih komponenti i pokazuju jacu antioksidativnu i citotoksi¢nu aktivnost. I brasno
sjemenki ovih istrazivanih kultivara rogafa, smatraju autori, takoder je znacajan izvor
polifenola (19,8 — 32,9 mg GAE/g), flavonoida (10,8 — 22,3 mg CE/qg) i tanina (1,9 — 6,8 mg
RE/g) i ima visoku antioksidativnu aktivnost koja, zaklju¢uju autori zna¢ajno ovisi o kultivaru
(Custodio i sur., 2011 a).

[ako su istrazivanja vezana uz plod rogaca brojnija, radovi, osobito noviji, ukazuju na
list rogaca kao vazan izvor prirodnih antioksidansa zbog visokog udjela polifenola s jakim
antiradikalnim i antioksidacijskim kapacitetom i reduciraju¢im svojstvima (Vaya i Mahmood,
2006; Custodio i sur., 2009; Hajaji i sur., 2010; Eldahshan, 2010). Dokazana je antioksidativna
i citotoksi¢na aktivnost etanolnog ekstrakta lista rogaca na stani¢nim linijama sisavaca koja je

bila izraZenija na humanim stani¢nim linijama (Nagib i sur., 2010).
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2.10. Makro i mikroelementi rogaca

Relativno malo istrazivanja je provedeno vezano uz mineralni sastav ploda i lista rogaca.
Rezultati dosadasnjih studija (Correia i Martins-Loucao, 1997; El-Shatnawi i Ereifej, 2001;
Custodio i sur., 2007; Ayaz i sur., 2007; Gubbuk i sur., 2010; Khlifa i sur., 2013; Kamal i sur.,
2013; Oziyci i sur., 2014; Fidan i Sapundzhieva, 2015) ukazuju na znacajan udio ovih izuzetno
vaznih mikronutrijenata, za biljne organizme. Makroelementi (K, Ca, Mg, P, N, S) i
mikroelementi (Fe, Na, Mn, Zn, Cu, B, Mo, Cl, Ni, Na, Si, Co, Se) iako prisutni u malim
koli¢inama u biljkama (oko 5 %) i bez obzira da li se radi o esencijalnim ili samo korisnim
elementima, sudjeluju u nizu metabolic¢kih procesa odnosno u regulaciji brojnih fizioloskih
funkcija u biljci (kofaktori pri mnogim enzimskim reakcijama, procesu stani¢nog disanja,
fotosintezi, esencijalni za rast biljke, sintezi proteina).

Originalne studije na humanim i Zivotinjskim organizmima pokazuju da optimalni unos
elemenata kao $to su natrij, kalij, magnezij, bakar, cink i jod mogu reducirati neke od rizi¢énih
faktora raznih bolesti ukljuc¢ujuci i kardiovaskularne bolesti (Mertz, 1982; Sanchez-Castillo i
sur., 1998). U svjetskim razmjerima veliki je interes za prehrambene minerale i njihovu ulogu
u prevenciji raznih bolesti a u danasnje vrijeme je 1 u potpunosti poznata i1 relativno dobro
usvojena vaznost unosa biljnih namirnica bogatih ovim mikronutrijetima svakodnevnom
prehranom. Brasno roga¢a moZe se svrstati u namirnice koje svojim dobrim nutritivnim
(ugljikohidrati, proteini, masti) i protektivnim sastavom (prehrambena vlakna, polifenoli....)
sadrzi 1 zna€ajne koli¢ine minerala (Ayaz 1 sur., 2007; Custodio sur., 2007; Khlifa i sur., 2013;
Youssef i sur., 2013; Ozyci i sur., 2014; Fidan i Sapundzhieva, 2015).

Kratkim pregledom nekih istrazivanja (Calixto i Canellas, 1982; Petit i Pinilla, 1995;
Batlle i Tous, 1997) mineralnog sastava plodova i listova rogac¢a moze se zakljuciti da je udio
pojedinih makro 1 mikroelemenata vrlo varijabilan za $to moze biti odgovoran cijeli niz
endogenih i egzogenih odnosno ekoloskih ¢imbenika kao §to su:
temperatura — utjece na sve fiziolosko-biokemijske procese kod biljaka pa tako i na usvajanje
iona (iako varira ovisno o vrsti iona uoc¢eno je da apsorpcija dostize svoj maksimum izmedu 15
— 25 °C. Kod optimalnih temperatura brza je apsorpcija iona i brza sinteza spojeva u koju su
ukljuceni usvojeni ioni (Vardar i Ozturk, 1972; Cornic, 2003; Pietro i sur., 2009, Ouzounidou i
sur., 2012, Nunes i sur., 1992; Fidan i Sapundzhieva, 2015).
svjetlost — optimalni intenzitet osvjetljenja za usvajanje iona ovisi 0 svojstvima iona i bioloskim

karakteristikama (osobinama) biljke (Bates, 1971; Ouzounidou i sur., 2012).
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vrsta tla, pH, salinitet, navodnjavanje i fertilizacija tla — mineralni profil tla odnosno dostupnost
i raspolozivost pojedinih iona u tlu kao i kiselost ili luznatost tla na kojem biljka raste iako
pojedine vrste biljaka imaju specifi¢ne nutritivne zahtjeve i razliCitu toleranciju na visak
minerala u tlu (Pugnaire i Chapin, 1992 i 1993; Correia i Martinis-Loucao, 1997; Ouzounidou
i sur., 2012, EI-Dengawy i sur., 2011; Oziyci i sur., 2014).

Varijabilnost moze biti posljedica i genetske razlicitosti odnosno specifi¢nosti. Poznato
je da biljke ne apsorbiraju i kumuliraju ione u istom odnosu i koli¢ini koja je dostupna iz
okruzenja u kojem se razvijaju, nego u odredenim odnosima koji su specificni za pojedinu
biljnu populaciju. Takoder na varijabilnost moze utjecati raznolikost spola (muski, Zenski ili
hemafrodit) a isto tako su primjecene razlike izmedu divljih i kultiviranih (cijepljenih)
populacija (Custodio i sur., 2007; Oziyci i sur., 2014)

Saznanja 0 utjecaju ovih parametara na promjene mineralnog sastava ploda ili lista
rogaca vrlo su oskudna, iako se u novije vrijeme moze primjetiti odredeni porast interesa za
istrazivanje ovog podrucja.

Utjecaj navodnjavanja i prihrane dusikom na koncentracije dusika, fosfora i kalija u listu
jedne sorte portugalskog rogaca pracen je tijekom CetverogodiSnjeg vegetativnog razdoblja s
obzirom na nekoliko prepostavki: koncentracija N, P 1 K se povecava dugotrajnom upotrebom
prihrane dusikom i navodnjavanja; povezanost koncentracije nutrijenata u listu vegetativnog i
reproduktivnog rasta; obogacivanje dusikom 1 navodnjavanje utjece na ravnotezu N i drugih
nutrijenata; dugotrajno navodnjavanje i obogacivanje tla duSikom utje¢e na retranslokaciju
nutrijenata i poti¢e opadanje liS¢a tijekom jakih suSa koje su izvan uobic¢ajenih ljetnih susnih
razdoblja. Rezultati studije pokazuju da porast koncentracije N u listu ne ovisi o koli¢ini
prihrane rogaCa duSikom. Translokacija K neovisna je o primjenjenom pPostupku.
Navodnjavanje nema bitan utjecaj na mineralni sastav lista ali utjee na koli¢inu otpalog lis¢a
(Correia i Martins-Loucao, 1997). Istrazivanja nutritivnog sastava rogaca iz Anatolije u Turskoj
(Ayaz i sur 2007) obuhvacaju cCetiri makrolementa (Ca, P, K 1 Mg) i Cetiri mikroelementa (Fe,
Cu, Mn i Zn). Najveca je zastupljenost K uz velike koli¢ine Ca. Razine P i Mg su znacajno nize
ali unutar raspona koli¢ina tih elemenata u nekom drugom vocu (jabuka, dunja, smokva, datulja,
musmula, kivi) kod kojih je K takoder najzastupljeniji. Ukupni udio makroelemenata u rogacu
vrlo je sli¢an koli¢inama u drugim vockama, ali su primjeéene znatne razlike u razinama
pojedinih elemenata. Obzirom na mikroelemente najzastupljeniji su Fe 1 Mn uz znacajne
koli¢ine Cu i Zn. Zeljezo je takoder najzastupljeniji mikroelement u ostalim istrazivanim

voc¢kama.
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Mineralni sastav cvjetova i sezonska kolebanja makroelemenata (N, P, K, Ca i Mg) i
mikroelemenata (Fe, Mn, Zn i Cu) u listovima muskih, zenskih i hemafroditnih stabala rogaca
pratili su Custodio i sur. (2007) obzirom da dinamika nutrijenata nije vezana samo za fenoloski
utjecaj vec i za spol biljke. Rezultati su pokazali da listovi sa stabala Zenskog spola sadrze vise
makroelemenata a manje mikroelemenata nego listovi sa stabala muskog spola. Hermafroditi
imaju niZze koncentracije makro i mikroelemenata u odnosu na oba spola. Cvjetovi zenskog
spola imaju u pravilu nize koncentracije istrazivanih elemenata u odnosu na muske cvjetove i
hermafrodite. U odnosu na listove cvjetovi imaju vecu koncentraciju N, P i K i nizu
koncentraciju Mn. Khlifa i sur. (2013) u svojoj studiji o kemijskom sastavu i karakteristikama
rogaca sa sjevera Maroka isticu da mahune rogaca sadrze relativno velike koli¢ine
makronutrijenata (proteina, ugljikohidrata, prehrambenih vlakana) i polifenola, a osim
znacajnih koli¢ine K i Ca (1003,5 odnosno 268,57 mg/100g) u zadovoljavaju¢im koli¢inama i
Mg, P, Na , Fe, Zn, Mn i Cu. Radena je usporedba udjela makro (N, P, K, Ca i Mg) i
mikroelemenata (Cu, Fe, Mn i Zn) u mahunama i sjemenkama divljih i kultiviranih genotipova
rogaca na podrucju Antalije u Turskoj (Gubbuk i sur., 2010; Oziyci i sur., 2014). Koncentracije
N i K u mahuni divljih genotipova bile su znacajno vise nego u kultiviranih. Znacajne su razlike
izmedu dijelova ploda (mahuna i sjemenka) i genotipa rogaca (divlji i kultivirani). Veéi udio
analiziranih makro 1 mikroelemenata naden je u sjemenkama kultiviranih rogaca. Najvece
koli¢ine K nadene su u mahunama divljih rogaca. U odnosu na mahune udio Fe, Mg i Zn kao i
ukupnog N je visi u sjemenkama uzgojenih i divljih rogaca.

U svojoj studiji, koja obuhvaca odredivanje kemijskog sastava i nutritivnog statusa
rogaca s podru¢ja Asuana (Egipat), Kamal 1 sur. (2013 ) isti¢u braSno rogaca kao bogati izvor
Na, K, P, Ca, Fe 1 S. Koli¢ine Mn, Zn, Fe, Cu i1 Se kre¢u se u granicama ocekivanog za
mikroelemente. Fidan i Sapundzhieva (2015) prate udio minerala u mahunama, zrnu i brasnu
cijepljenih (kultiviranih) rogaca skupljanih na podrucju Mersina u Turskoj. Rezultati pokazuju
da postoje znacajne razlike u koncentracijama istrazivanih minerala (Mg, Fe, Mn, Cu, Zn i Se)
kako izmedu pojedinih dijelova rogac¢a (mahuna - zrno) tako 1 u odnosu na sirovo brasno rogaca.
Sjemenke rogaca imaju znacajno veée koncentracije svih istrazivanih makro i mikroelemenata
(osobito Mg i Mn), osim Se ¢iji je udio jednak u sva tri analizirana uzorka. Autori zakljucuju
da se plod i braSno rogaca obzirom na svoj vrlo povoljan mineralni sastav mogu preporuciti kao

dobar suplement u zdravoj humanoj prehrani.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Biljni materijal

Morfoloska, genetska, i fitokemijska istrazivanja provedena su na plodovima i listovima
iz 12 populacija Zenskih stabala rogaga na otocima i priobalju juznog dijela Hrvatske: Solta,
Bra¢ (Mirca), Podgora, Hvar (Suéuraj), Vis (Komiza), Peljesac (Orebi¢), Lastovo, Mljet,
Kor&ula (Prizba), Sipan, Orasac i Molunat (Slika 2). Najvise nadmorske visine je lokalitet

Molunat (120 m) dok je najmanje otok Solta (6 m) (Tablica 3.).

Tablica 3. Geografske karakteristike istrazivanih hrvatskih populacija rogaca

Populacii Krati Zemljopisna Zemljopisna Nad_m_orska
pulacija ratica dusina Sirina visina
(m)
Solta So 43 23'45.7" 16 18'15.8" 6
Brac Br 43 22'47.8" 16 31'00.9" 34
Podgora Po 43 14'41.2" 17 04'36.5" 17
Hvar Hv 43 07'30.1" 17 11'45.8" 11
Vis Vi 43 02'34.0" 16 06'22.4" 96
Peljesac Pe 42 58'30.1" 17 09'55.9" 18
Lastovo La 42 46'06.9" 16 53'54.4" 101
Mljet MIj 42 46'04.6" 17 23'26.9" 13
Korcula Ko 42 45'32.2" 16 31'10.9" 17
Sipan Si 42 42'42.6" 17 54'56.9" 48
Orasac Or 42 41'48.6" 18 01'10.9" 16
Molunat Mo 42 27'11.1" 18 25'55.3" 120

Prikupljanje je provedeno tijekom razdoblja cvatnje u rujnu 2012 godine kada su

plodovi obi¢nog rogaca postigli fiziolosku zrelost. U svakoj populaciji odabrano je nasumi¢nim

izborom po deset odraslih stabala rogaca, te su sa svakog stabla prikupljeni listovi i plodovi
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Data SIO, NOAA, L

mgetemea Coo'«;lcfearth
C

Slika 2. Lokaliteti istrazivanih populacija rogaca

(mahune) rogaca. Uzorci su prikupljeni sa soliternih stabala, izraslih na osami, koja mogu
razvijati kro$nju u skladu sa svojim genotipom i koja nisu jako izlozena utjecaju kompeticije
kao $to je to kod stabala u sastojinama koja se moraju prilagoditi okolisu i oblikovati Sv0j
fenotip u skladu s raspolozivim uvjetima. Stabla izrasla na osami primaju i najvecu
(najpovoljniju) koli¢inu svjetlosti, §to je vrlo vazno za razvitak te heliofilne vrste. Uzorci su
prikupljeni za suncanih dana te pomijesani da se dobiju sluc¢ajno odabrani uzorci iz Svake

populacije.

Za analizu genetiCkog materijala uzeti su listovi koji su in situ sakupljeni od istih biljaka
s kojih su sakupljeni uzorci za morfometrijska 1 fitokemijska istrazivanja. Uzorci listova uzeti
za DNA analizu stavljeni su u PVC vrecice zajedno sa silikagelom (koji ima veliki apsorpcijski
kapacitet pa je vrlo djelotvorno sredstvo za vezanje vode), kako bi se $to brze osusili te se na
taj nacin smanjila degradacija genomske DNA. Na vrecice je zapisana lokacija, datum uzimanja
uzoraka te redni broj. Oznaceni uzorci su dobro zatvoreni i stavljeni u ru¢ni prenosni hladnjak
te su u kratkom roku prevezeni do laboratorija. Uzorci su potom spremljeni u ultra duboki
zamrzivaé na - 80 °C do pocetka analize.

Za morfometrijska i fitokemijska odredivanja uzorci listova su uzimani s istog dijela
kros$nje (vanjskog) i s priblizno iste visine u sredini kroSnje obzirom da je predvidena statisti¢ka

obrada morfometrijskih svojstava lista, odnosno primjena komparativne statisticko-varijacijske
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analize. Prikupljeni lisni materijal je in situ herbariziran. Voucher primjerci su pohranjeni u

Herbariju "Fran Kusa" (HFK-HR) Zavoda za farmaceutsku botaniku, Farmaceutsko-

biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Uzorci mahuna rogaca su pohranjeni u oznacene

papirnate vrecice i u zatvorenim tamnim spremnicima dopremljeni u laboratorij Zavoda za

kemiju prehrane Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu na daljnju

obradu.

Za fitokemijska istrazivanja uzorci listova su suseni 24 h na 60 °C, zatim mljeveni u

laboratorijskom mlinu i homogenizirani. Plodovi rogaca su suseni u tamnoj prostoriji pri sobnoj

temperaturi od 22 °C i pri 60 % relativne vlaznosti zraka te je nakon ru¢nog usitnjavanja i

uklanjanja sjemenki pulpa rogaca mljevena u mlinu. Do trenutka analize svi uzorci su

pohranjeni u polietilenske spremnike zastiéeni od svjetlana 4 ° C.

3.2. Instrumenti i uredaji

— Analiticka vaga (AB265-S, Mettler Toledo, Indija)

— Destilacijski sustav (Milestone SubPUR/DuoPUR Sorisole, Italija)

— Digitalno pomi¢no mjerilo s preciznos¢u od 1/10mm (J. Enterprises, Japan)
— Fluorometar VersaFluorTM (Bio-Rad, Njemacka)

— Geneticki analizator (3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems®)

Jedinica za mikrovalno spaljivanje (MLS — 1200 Mega Microwave Processor, Milestone,

Sorisole, Italija)
— Laboratorijski mlin (Foss-CT 193 Cyclotes, Svedska)
Laboratorijska pe¢ (Over industrijska elektronika, Sv. Nedjelja, Hrvatska)
— Oscilatorni mlin (Mixer Mill MM200, RETSCH)
— pH metar s kombiniranom staklenom elektrodom (Metrohm, Herisau, Svicarska)
— Rotavapor R 200 (Svicarska)
— Soxhlet aparatura (Behr Labortechnik, Diisseldorf, Njemacka)

— Spektroskop masa uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-MS), AgilentTechnologies
7500cx (AgilentTechnologies, Waldbronn, Njemacka)

— UV- spektrometar UV 4- 100 ATI Unicam (Cambridge, Velika Britanija)
Vortex mjesalica, VTY-3000L (Mixer Usuzio, Takyo, Japan)

— TKAGenPureUltrapuresustav (TKA Niederelbert, Njemacka)
Termo-ciklicki uredaj (Thermalcycler Veriti Applied Biosystems, SAD)

— Termostatirana kupelj s muckalicom 1086 (Burgwedel, Njemacka)
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3.3. Reagensi

— Aluminijev klorid heksahidrat, p.a. (Kemika d.o.o0., Zagreb, Hrvatska)
— Etanol, p.a. (Kemika d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

—Folin Ciocalteu reagens (Fluka, Buchs, Svicarska)

— Kalijev persulfat, p.a. (Sigma, St. Luis, SAD)

— Kloridna kiselina, p.a. (Kemika d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

— Metanol, p.a. (Kemika d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

— Natrijev karbonat, p.a. (Kemika d.0.0., Zagreb, Hrvatska)

— Natrijev hidroksid, p.a. (Kemika d.o.o0., Zagreb, Hrvatska)

— Natrijev nitrit, p.a. (Kemika d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

— Nitratna kiselina 65 % , suprapur (procis¢ena pomocu destilacijskog sustava)
— Petroleter, p.a. (Kemika d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

—TPTZ / 2,4,6-tri-(2-piridil)-s-triazin/ (Fluka, Buchs, Svicarska)

— Zeljezo (1) klorid heksahidrat, p.a. (Kemika d.0.0., Zagreb, Hrvatska)

3.4. Puferi i otopine

— Acetatni pufer 0.3 mol/L za pripremu FRAP reagensa: 50 mL 0.3 mol/L octene kiseline i
cca4 mL 0.3 M NaOH (pH podesiti na 3.6)

— Agarozni gel 0.8 % u 0.5 x TBE puferu (45 mM tris-borata i 1 mM EDTA, pH 8)

— FRAP reagens: 25 mL acetatnog pufera, 2.5 mL otopine FeClz i 2.5 mL 20 mMm TPTZ-a

— Komercijalni komplet (kit) za izolaciju DNA iz biljnog tkiva (Qiagene gel extraction kit
Miniprep kit DNeasy plant Mini kit — Qiagen)

— Otopina ABTS radikala /2,2 — azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) radikal kation/: 7

mmol/L vodena otopina ABTS -a i 2.45 mmol/L vodene otopine K2S>0g pomijesati u jednakim

omjerima. Trenutacno zapocinje reakcija stvaranja ABTS radikala Sto se ocituje pojavom

zeleno plavog obojenja. Reakcija zavrSava, odnosno konacni intenzitet obojenja se postiZe

nakon 12 sati stajanjem na hladnom i tamnom mjestu. Otopina se razrjeduje destiliranom

vodom tako da je apsorbancija mjerena na 723 nm 0.700 = 0.02 (ImL + cca 40mL vode)

— Otopina DPPH (2.2-difenil 1-pikrilhidrazil): 1,8 mg DPPH otopiti u 25 mL metanola. Svaki
dan svjeZe pripremiti

— Proc¢isc¢ena voda ( procis¢ena pomocu destilacijskog sustava TKAGenPure Ultrapure sustava

(TKA Niederelbert, Njemacka) sa specificnom otpornoséu od 18,2 MQ*cm
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— Za izradu internih standarda koriStene su standardne otopine pojedinacnih istrazivanih
elemenata (1000 + 7 mg/L u 4-10 % HNOs ili 20 % HCI; SPCscience, Quebec, Kanada).
— TPTZ reagens: otopiti 124.9 mg TPTZ-a u 20 mL 40 mmol/L HCI. Priprema se svjeze svaki

dan. Ukoliko se dnevno radi veliki broj uzoraka priprema se vise puta.

3.5. Morfoloska i genetska odredivanja

Varijabilnost rogaca moze se prikazati pomocu morfoloskih 1 molekularnih
karakteristika biljke. Unutar populacija napravljena je evaluacija morfoloskih znacajki, a zatim
se na temelju tih rezultata usporeduju pojedine populacije da bi se u konacnici morfoloske
znacajke koristile u procjeni i utvrdivanju razliitosti izmedu populacija. Pojedina svojstva
razvijaju se pod kontrolom veceg ili manjeg broja nasljednih faktora (gena) unutar odredenih
uvjeta okoline. Danas se zna da su pojedina svojstva pod kontrolom malog broja gena
(kvalitativna svojstva) te je njihovo nasljedivanje predvidivo, dok su druga pod kontrolom
velikog broja gena i1 znacajnom utjecaju okoline (kvantitativna svojstva), te prilikom
nasljedivanja takvih svojstava nije jednostavno predvidjeti intenzitet i smjer tog svojstva u

potomstvu (Peji¢ 1 sur., 1992).

3.5.1.Morfometrijska analiza

Mjerenje morfoloskih znacajki provedeno je na 10 plodova i 10 listova sa svakog od 10
stabala rogaca s 12 lokaliteta (ukupno 1200 plodova i 1200 listova). Svakom plodu je izmjerena
njegova duzina, Sirina, debljina i masa a vrijednosti su izrazene u milimetrima odnosno
gramima. Takoder je izmjerena i duZzina peteljke ploda te utvrden broj sjemenki u svakoj
mahuni. Sjemenkama (3000 sjemenki) je takoder odredena masa, duZina, Sirina i debljina.
Svakom listu nakon §to su izbrojane liske, izmjerena je duzina i $irina, duzina glavne peteljke
lista, te duzina, Sirina i duzina petelj¢ice svake liske. Mjerenja navedenih svojstava ploda
provedena su na svjezim uzorcima a lista na herbariziranom materijalu upotrebom digitalnog

pomicnog myjerila s precizno$c¢u od jedne stotinke milimetra i milimetarskog papira.
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3.5.2. Genetska analiza

Izolacija molekule DNA

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism, Polimorfizam duzine umnozenih
fragmenata) analiza provedena je na uzorcima listova rogaca prikupljenih na 12 lokacija.
Neposredno prije izolacije DNA, uzorci listova rogaca su izmrvljeni u fini prah oscilatornim
mlinom. (Mixer Mill MM200, RETSCH)

Izolacija DNA izvedena je pomoc¢u komercijalnog kompleta (kita) za izolaciju DNA iz
biljnog tkiva (Qiagene gel extraction kit Miniprep kit DNeasy plant Mini kit - Qiagen).
Postupak izolacije DNA proveden je prema protokolu prilozenom u kompletu, s razlikom da se
u izolaciji nije koristilo svjeze ve¢ liofilizirano, izmrvljeno biljno tkivo (30 mg/uzorku).
Kvaliteta izolirane DNA utvrdena je elektroforezom u 0.8 % agaroznom gelu u 0.5 X TBE
puferu (45 mM tris-boratai ImM EDTA, pH 8) (Bolari¢ i sur., 2005a), dok je koli¢ina izolirane
DNA odredena fluorometrijski (VersaFluor, BioRad). Nakon odredivanja koli¢ine izolirane
DNA, uzorci su za daljnje analize razrijedeni u ultra ¢istoj (milliQ) vodi na radnu koncentraciju
od 50 ng/uL.

AFLP analiza

AFLP tehnika bazira se na amplifikaciji podskupova genomskih restrikcijskih
fragmenata pomoc¢u metode lancane reakcije polimerazom (PCR, Polymeraze Chain Reaction).
AFLP analiza rogaca izvedena je prema metodi Vos i sur. (1995).

Za digestiju DNA molekule koriStena su dva restrikcijska enzima, pomocu kojih je DNA
isjeCena na fragmente razli¢itih duljina. ECORI koji reze veée fragmente molekule (rijetki rezac)
i Msel koji reze manje fragmente DNA (Cesti rezac). Zatim su postupkom ligacije na krajeve
endonukleazama isje¢ene DNA, pomocu enzima ligaze vezani oligonukleotidni adapteri
[EcoRI-adapter (EcoA) i Msel-adapter (MseA)] (Tablica 4).

Tablica 4. Kombinacije pocetnica adaptera koristenih u AFLP analizi

Naziv adaptera Sekvenca adaptera
EcoA: EcoAl 5" CTC GTA GAC TGC GTA CC 3’
EcoA2 5" AAT TGG TAC GCA GTC 3’
MseA: MseAl 5" GAC GAT GAGTCCTGA G 3’
MseA2 5" TAC TCA GGA CTC AT 3’

Predselektivna amplifikacija provedena je s kombinacijama pocetnica koje su

komplementarne sa oligonukleotidnim slijedom (sekvencom) adaptera s po jednim dodatnim
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selektivnim nukleotidom (E01/MO1 i E01/MO02) (Tablica 5). Predselektivna amplifikacija
provedena je na ukupno 240 uzoraka (120 biljaka x 2 kombinacije poc¢etnica). Predselektivna
amplifikacija je izvedena u ukupnom volumenu od 20 pL, a PCR reakcija sadrzi 20 mM Tris-
HCI, 50 mM KCI, 3 mM MgCl;, 0,25 uM svake kombinacije pocetnica, (E01/M01 odnosno
E01/M02), 0,2 mM dNTP, 0,5 Tag DNA polimeraze i 2 uLL. DNA molekule nakon restrikcije i
ligacije. PCR reakcija je provedena u thermal cycler-u Veriti (Applied Biosistems) uredaju.

Uvjeti PCR-a bili su sljedeci: jedan korak na 72°C 2 min., jedan korak na 94 °C 5 min.,
20 ciklusa [94 °C 20 sec. (denaturacija), zatim 56 °C 30 sec. (nalijeganje kombinacije
pocetnica), te 72 °C 2 min. (polimerizacija)] i na kraju 30 min. na 60 °C. Smjesa umnozenih
DNA fragmenata je nakon predselektivne amplifikacije razrijedena u T10Eo1 puferu u omjeru
1:25 i tako razrijedena koristena u selektivnoj amplifikaciji.

Selektivna amplifikacija izvedena je s dcetiri kombinacije primera [(E36/M46,
E36/M36, E45/M46, E4A5/M36; Applied Biosystems) (Tablica 5.)] koji su odabrani od ukupno
10 ispitanih kombinacija pocetnica na temelju njihove polimorfnosti i stabilnosti. Selektivna
amplifikacija provedena je na ukupno 512 uzoraka {[120 biljaka + 8 kontrola (2 pozitivne i 2
negativne kontrole unutar platea-a, 2 pozitivne i 2 negativne kontrole izmedu platea)] x 4
kombinacije pocetnica}. Selektivna amplifikacija je izvedena u ukupnom volumenu od 20 uL
PCR. Reakcija selektivne amplifikacije sadrzi 20 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 3 mM MgCl», 0,2
mM dNTP, 0,25 mM svake od kombinacije pocetnica 0d kojih je jedna pocetnica oznacena
flourescentnom bojom (6 FAM ili VIC), 0,5 U Taq DNA polimeraze i 5 pL razrijedene
predamplificirane DNA.

Tablica 5. Kombinacije i sekvence pocetnica koristenih u predselektivnoj i selektivnoj amplifikaciji i
njihove sekvence

Kombinacije pocetnica u predselektivnoj

amplifikaciji
E01/M01 E*+A/M**+A
E01/M02 E+A/M+C
Kombinacije pocetnica u selektivnoj amplifikaciji Boja
E36/M46 E*+ACC/M**+ATT VIC
E36/M36 E+ACC/M+ACC VIC
E45/M46 E+ATG/M+ATT 6 Fam
E45/M36 E+ATG/M+ACC 6 Fam

*E=5"GAC TGC GTA CCA ATT C 3; "**M =5"GAT GAG TCC TGA GTA A 3’

PCR reakcija je takoder provedena u thermal cycleru Veriti, prema touchdown

protokolu sljede¢im redosljedom: 10 ciklusa (20 sec. na 94 °C, zatim 30 sec. na 66 °C, 2 min.
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na 72 °C, gdje je svakim ciklusom temperatura 11 ciklusa gdje je temperatura nalijeganja
pocetnica bila smanjena za 1 °C. Nakon toga je izvrSeno 20 ciklusa amplifikacije (20 sec. na 94
°C, zatim 30 sec. na 56 °C i 2 min na 72 °C), i na kraju 30 min. na 60 °C.

Razdvajanje i vizualizacija umnozenih AFLP fragmenata provedena je
Cetverokapilarnom elektroforezom (Genetic Analyzer, 3130, Applied Biosistems). Ocitavanje
fragmenata AFLP u obliku pikova provedena je pomocu programskog paketa GeneMapper
(Ver. 4.0) (Applied Biosystems®). Postavke u ,,Analisys Method Editor-u programskog paketa
GeneMapper 4.0 su: Analysis Range (bps) Start 80 End 600. Na bazi podataka o veli¢ini i visini
dobivenih pomocu softwarea Gene Mapper 4.0, AFLP fragmenti dodatno su pro¢is¢eni pomocu
softvera scan AFLP (Herrmann i sur., 2010). Scan AFLP-om provjerava se pouzdanost
fragmenata AFLP ocitanih Gene Mapper-om. Pouzdanost o€itanih fragmenata provjerava se na
slijede¢i nacin:

(1) odbacuju se AFLP fragmenti koji nisu ponovljivi u pozitivnim kontrolama i oni koji su
prisutni u negativnim kontrolama,

(2) odbacivanje peak-ova ¢ija je visina niza od zadanog praga [u ovoj statistickoj analizi prag
iznosi 50 RFU (eng. Relative Fluorescence Units)],

(3) odbacuju se AFLP fragmenti ¢ija je visina pika niza od visine najnizeg pika, a takoder su
nizi od najvisih detektiranih pikova za 10 %,

(4) pomocu tog softwera automatski se izracunava koeficijent variranja (CV) visine pik-ova,
te se AFLP fragmenti ¢iji je koeficijent variranja pikova veci od zadanog takoder brisu.

Nakon primjene softvera scan AFLP Kkreirana je binarna matrica (prisutnost AFLP
fragmenata oznacena je sa 1 a njegova odsutnost s 0). Dobivena binarna matrica koristena je u

statistiCkim analizama.
Informacijski sadrzaj polimorfizma (PIC)

Informacijski sadrzaj polimorfizma (PIC, polymorphism information content) za svaku

kombinaciju pocetnica ra¢una se prema formuli opisanoj prema Roldan-Ruiz i suradnici (2000).
PIC, =2f,(1-f,)

PICi = informacijski sadrzaj polimorfizma kombinacije pocetnica
fi = frekvencija prisutninAFLP fragmenata
1-fi = frekvencija odsutnih AFLP fragmenata

Vrijednost PIC za dominantne markere iznosi maksimalno 0,50 za fi = 0,50 (De Riek i
sur., 2001).
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Koeficijent razlicitosti izmedu parova individua

Na bazi binarne matrice izracunata je kvadratna Euklidska udaljenost (Excoffier i sur.,
1929) za sve parove individua rogaca, te je na taj nacin dobivena matrica razli¢itosti. Matrica
razli¢itosti koriStena je u analizi molekularne varijance (AMOVA, Analysis of Molecular

Variance).

Molekularna analiza varijance

Molekularna analiza varijance se koristi za procjenu i razdiobu ukupne fenotipske
varijance na varijancu unutar i izmedu populacija. Komponente varijance procijenjene su prema
modelu prikazanom u Tablici 6. (Excoffier i sur., 2005). Razina znaéajnosti procijenjene
komponente varijance izvedena je postupkom neparametrijske permutacije (1000 permutacija).
U analizi molekularne varijance koristen je program AMOVA unutar softverskog paketa

Arlequin ver. 3.5.2.2. (Excoffier i Lischer, 2010).

Tablica 6. Model hijerarhijske analize molekularne varijance na razini populacija

S Komponente % ukupne
Izvori variranja n-1 . . d
varijance varijance
2 2
+
Izmedu populacija P-1 b=(nov>+ 6% op?=(b/d)x100 Pt = %
2
Izmedu individ
Zmedt IAVICUa —y sp c=(62) oc?=(c/d)x100
unutar populacija
Ukupno (N-1) d=(b+c) 6T°= op+oc

U analizi medupopulacijske udaljenosti izraCunate su ®sr-vrijednosti koje predstavljaju udio
varijance izmedu populacija u ukupnoj varijanci, a mogu posluziti kao mjerilo udaljenosti
populacija (Huff i sur., 1993). Takoder, ®st-vrijednosti su izraCunate pomoc¢u racunalnog
programa Arlequin ver. 3.5.2.2. (Tablica 7.).

Na temelju dst-vrijednosti izvedena je klaster analiza bazirana na UPGMA (eng.
Unweighted Pair-Group Method of Arithmetic Averages).

U analizi molekularne varijance i medupopulacijske udaljenosti (®st-vrijednosti)
koristen je program AMOVA unutar softverskog paketa Arlequin ver. 3.5.2.2. U provedbi
klaster analize koriSten je softver statisticCkog programa NTSY Spc 2.21L (Rohlf, 2008).
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Tablica 7. Model hijerarhijske analize molekularne varijance na razini grupa populacija

S . % Uk
Izvori variranja n-1 Komponente varijance o upne ()
varijance
O_2

_Za
Izmedu grupa P-1 a=(n"oa>+n'op*+ o) 22=(a/d)x100 fer ol
Izmedu b = oy
populacija 3S-P b=(nop’+ 6c?) op’=(b/d)x100 ¢ o2 + o2
unutar grupa
Izmedu 2 2
. .. _ 2 2_ _ Ga + O-b
individua unutar ~ N-ZP c=(o¢?) oc’=(c/d)x100 ¢y = ———
populacija o1
Ukupno (N-1) d=(a+b+c) oT2=Ga>+0p>+0c>

Korelacije izmedu matrica distanci za fitokemijske karakteristike, morfoloske i
molekularne markere dobivene su primjenom Mantelovog testa (Mantel, 1967), te je odredena
znacajnost korelacije (Z). Znacajnost Z odredena je putem usporedbe dobivene Z vrijednosti s
o¢ekivanom Z vrijednos$¢u dobivenom iz distribucije permutacija. Distribucija je dobivena tako
da su izraunate Z vrijednosti za matricu 1000 permutacija s drugom matricom (Luebberstedt i
sur., 2000). Korelacije izmedu matrica distanci izvedene su pomoc¢u NTSYS 2.21L rac¢unalnog

programa (Rohlf, 2008).

3.6. Fitokemijska odredivanja

Odredivanje udjela ukupnih fenola, flavonoida i tanina u plodu rogaca provedeno je
spektrofotometrijskim metodama u uzorcima samljevene pulpe ploda rogaca dok je u uzorcima
listova rogaca odreden udio ukupnih fenola 1 flavonoida. Antioksidativna aktivnost odredena je
u ekstrahiranim uzorcima ploda i lista rogaca. Sva fitokemijska istrazivanja provedena su U
triplikatu i iskazana na originalni uzorak.

Zbog moguénosti interferencije s mastima svi uzorci su prethodno odmasceni
petroleterom uz koriStenje aparature po Soxhletu. Nakon odmasc¢ivanja, provedena je

ekstrakcija svih istrazivanih uzoraka ploda i lista rogac¢a postupkom prema Hsouna i sur. (2011).
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3.6.1. Ekstrakcija

Ucinkovitost ekstrakcije fenolnih spojeva u biljnom materijalu ovisi o njihovoj
kemijskoj prirodi, primjenjenoj metodologiji, veli¢ini Cestica uzorka kao i o prisutnosti
interferiraju¢ih Cestica (Bernardo-Gil i sur., 2011a). Obzirom da fenoli mogu biti
visokomolekularni spojevi vezani za proteine, ugljikohidrate ili neke druge komponente kao
takvi su relativno netopivi te ne postoji standardni postupak za ekstrakciju svih polifenola.
Primjenom organskih ili vodeno - organskih otapala moze se izolirati samo dio fenolnih
komponenti, uglavnom male i srednje molekulske mase, odnosno ekstraktibilne fenole, dok za
vezane polifenole kao i polifenole velike molekularne mase treba primjeniti ekstremnije
ekstrakcijske uvjete obzirom na temperaturu, pH i vrijeme trajanja ekstrakcije (Aspe i
Fernandez, 2011). Klasi¢na tehnika za ekstrakciju polifenola je tekucinsko-tekucinska
ekstrakcija koja se temelji na odabiru otapala. Najcesce se koriste metanol, etanol, aceton, voda
i etil-acetat (Roseiro i sur., 2013). U okviru ovog istrazivanja za ekstrakciju su koristeni metanol
i etil-acetat (Hsouna i sur. 2011).

Pri ekstrakciji 1g £ 0.0050 odmaséene pulpe rogaca ili samljevenog odmascenog lista,
macerira se s 100 mL 80 % (v/v) metanola u zatvorenoj tikvici za ekstrakciju 16 h (preko no¢i)
na sobnoj temperaturi uz lagano potresivanje (80/min). Nakon zavrSene ekstrakcije uzorak se
kvantitativno profiltrira, uz ispiranje tikvice s 80 % metanolom, kroz gusti filter papir i upari
na rotavaporu do vodenog ostatka (uparavanje: 45 °C, tlak se spusta od 250 do minimalno 100
mbar). Vodenom ostatku doda se to¢no 15 mL etil-acetata, izmucka se na vortex-u tijekom 2
min uz maksimalnu jakost i nakon toga centrifugira 5 min na 4000 okretaja (rpm). Dobiveni
ekstrakt (etil-acetatni sloj) uzorka ploda odnosno uzorka lista koristi se za sva daljnja

fitokemijska odredivanja.

3.6.2. Odredivanje ukupnih fenola

Za odredivanje ukupnih fenola koristena je Folin — Ciocalteu metoda (Singleton i Rossi,
1965) modificirana prema Gao i sur. (2002). Metoda se temelji na redukcijskoj moci
hidroksilnih skupina fenolnih spojeva uzorka da u luznatom mediju reduciraju fosfomolibdat i
fosfovolframat iz Folin — Ciocalteu (FC) reagensa pri ¢emu nastaju plavoobojeni kompleksi
M(VI) i W(VI) nepoznate strukture koji se spektrofotometrijski detektiraju na 725 nm.
Koncentracija tih kompleksa, odnosno intenzitet obojenja, proporcionalan je udjelu fenola u
uzorku. Medutim, FC reagens nije specifican za fenolne spojeve pa je moguca redukcija i

nefenolnih spojeva kao §to su aromatski amini, askorbinska kiselina, bakar i Zeljezo. Stoga pri
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odredivanju ukupnih fenola treba uzeti u obzir i moguce interferencije. Analiza je relativno
jednostavna, reproducibilna te pristupacna zbog komercijalno dostupnog reagensa. Mogucnost
interferencije matriksa smanjena je ¢injenicom da kompleksi koji nastaju reakcijom apsorbiraju
na visokim valnim duljinama.

Tekuéi ekstrakt rogaca (plod, list) razrijedi se etanolom (100 puL/10 mL). U Falcon
kivetu od 15 mL odpipetira se 200 uL razrijedenog ekstrakta, doda 1,35 mL destilirane vode te
150 uL FC reagensa i dobro promucka. Nakon 5 min doda se 1.5 mL 6% (w/v) otopine
natrijevog karbonata i dobro promuc¢ka. Plavo obojenje se razvija nakon 30 min na 50 °C.
Nakon hladenja uzoraka pod mlazom hladne vode, mjeri se apsorbancija svake otopine na 725
nm. Kao slijepa proba koristi se mjerna otopina pripremljena s ekstrakcijskim sredstvom. Udio
ukupnih fenola iskazuje se kao ekvivalent galne kiseline (GAE) (Slika 3.).

1,2
1 = ’ 7 ’
€ 0,8 R2=0.
c
v 06
~
< 04 /
0,2
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mg/L

Slika 3. Bazdarni pravac i jednadzba bazdarnog pravca za ekvivalent galne kiseline (mg GAE/L)

3.6.3. Odredivanje flavonoida

Udio flavonoida u istraZzivanim uzorcima ploda 1 lista rogaa odreden je
spektrofotometrijskom metodom s AICIz (Zhisen i sur., 1999). Metoda se temelji na reakciji
ekstrakta fenola s natrijevim nitratom pri ¢emu se formira flavonoid-aluminij kompleks
maksimalne apsorbancije na 510 nm.

U ImL razrijedenog ekstrakta (125 pL ekstrakta u 875 pL etanola) doda se 4 mL
destilirane vode 1 300 uL. 5 % NaNO-. Nakon 5 min doda se 300 uL 10 % AICl3z. U 6. min doda
se 2 mL 1M NaOH i reakcijska smjesa se nadopuni na 10 mL. Apsorbancija se mjeri na 510

nm. Udio flavonoida se iskazuje kao mg ekvivalenta katehina (CE)/L (Slika 4.).
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Slika 4. Bazdarni pravac i jednadzba bazdarnog pravca za ekvivalent katehina

3.6.4. Odredivanje tanina

Za odredivanje tanina koristi se postupak talozenja s polivinilpolipirolidinom (PVPP)
(Makkar i sur., 1995). Metoda se temelji na svojstvu tanina da, kao i ostali polifenolni spojevi,
reagiraju s Folin-Ciocalteu reagensom te na svojstvu da s polivinilpolipirolidinom (molekularne
mase od 2 do 35 000) stvaraju netopljive komplekse koji se taloze i tako odvajaju od ostalih
fenolnih spojeva u uzorku.

Iz odmaScenih uzoraka brasna rogaca tanini su izolirani pod istim uvjetima 1 istim
ekstrakcijskim reagensima kao i frakcije ekstraktibilnih fenola te su u dobivenim ekstraktima
istaloZeni dodatkom PVPP-a. Nakon talozenja udio preostalih fenolnih spojeva u supernatantu
odreden je spektrofotometrijski Folin-Ciocalteu metodom.

U Falkonici se 4 mL 10 puta razrijedenog ekstrakta rogaca ploda pomijesa s 30 mg
PVPP-a. Suspenzija se vorteksira 30 sek te ostavi stajati 30 min na 4 °C nakon &ega se profiltrira
kroz gusti filter papir. Dobiveni filtrat koristi se za odredivanje fenolne frakcije bez tanina
Folin-Ciocalteu metodom.

Udio tanina izracuna se iz razlike predhodno odredenog udjela ekstraktibilnih fenola
uzorka i udjela fenola preostalih u supernatantu nakon talozenja tanina PVPP-om, a iskazan je

kao ekvivalent taninske kiseline.

3.6.5. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Zbog kompleksnosti oksidacijskih procesa potrebno je koristiti visSe metoda da bi se
odredio antioksidativni potencijal uzorka. Zbog toga je, u okviru ovih istraZivanja,

antioksidativna aktivnost ploda i lista istrazivanih populacija rogaca odredena koriStenjem
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DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) i FRAP
(Ferring Reducing Power) metoda.

3.6.5.1. Odredivanje antioksidativne aktivnosti DPPH metodom

Ova metoda temelji se na mjerenju sposobnosti antioksidansa da neutralizira stabilni
2,2'-difenil-1 pikrilhidrazil (DPPH) radikal pri ¢emu se on, nakon reakcije s proton donorom,
reducira u odgovaraju¢i hidrazin (Kirigaya i sur., 1971, modificirano prema Shimada i sur.
1992). DPPH radikal radi svog nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom
dijelu spektra pri valnoj duljini od 517 nm (ljubicasta boja). U prisutnosti elektron donora —
AH, antioksidansa koji gasi slobodne radikale, dolazi do sparivanja elektronskog para
ljubicastog kromogenog DPPH radikala, odnosno do redukcije antioksidansom do odredenog
zutog hidrazina pri ¢emu je vidljiva promjena ljubicaste boje otopine u blijedo zutu ili bezbojnu.
Promjena boje najCeS¢e se izrazava pomocu parametra uéinkovite koncentracije (ECso),
odnosno koncentracije antioksidansa koja uzrokuje 50 % - tno smanjenje poéetne koncentracije
DPPH. Antioksidacijski kapacitet se odreduje u organskom mediju pracenjem pada
apsorbancije na 515 — 528 nm sve dok apsorbancija ne postane konstantna (Segundo i sur.,
2008).

Ekstrakt uzorka lista rogac¢a razrijedi se etanolom (50 uL/10 mL). Zatim se u Falcon
kivetu (15 mL) otpipetira 600 pL razrijedenog ekstrakta, 1,4 mL otopine metanola i doda 1,5
mL otopine DPPH (dnevno svjeze) i ukljuci Stoperica. Nakon dodatka DPPH uzorak je potrebno
dobro promuckati, ostavi stajati, te se nakon 30 min mjeri apsorbancija otopine na 528 nm
(At=30). Kod serije uzoraka apsorbancija se mjeri redosljedom dodavanja DPPH. Otopina koja
pokazuje pocetnu absorbanciju (A =0 ) priredi se kao i otopina uzorka uz dodatak ¢istog etanola
umjesto uzorka.

Postotak neutralizacije slobodnih radikala u otopini proporcionalan je smanjenju

apsorbancije mjerene otopine i ratuna se prema jednadzbi:

Arcy

postotak neutralizacije (%) = [1 - ] x100

At=30

Rezultati se izrazavaju kao mol ekvivalent L askorbinske kiseline (Slika 5).
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Slika 5. Bazdarni pravac i jednadzba bazdarnog pravca za ekvivalent L askorbinske kiseline

Zbog velikog utjecaja matriksa kod ekstrakata uzoraka ploda rogaca nije koristen
bazdarni dijagram ve¢ je svaki uzorak analiziran po istom protokolu u vise koncentracija te je

antioksidacijska aktivnost izraZena kao ECso, odnosno djelatna koncentracija u pg/mL.

3.6.5.2. Odredivanje antioksidativnog potencijala TEAC metodom

TEAC (engl. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) metoda (Re i sur., 1999) temelji
se na mjerenju sposobnosti antioksidansa da neutralizira ABTS (2,2'-azinobis-(3-
etilenbenzotiazolin-6-sulfonat) radikal kation. Rezultat toga je obezbojenje reakcijske otopine
odnosno smanjenje apsorbancije koje se mjeri kao postotak inhibicije apsorbancije na 734 nm.
Stabilni ABTS radikal kation se priprema mijesanjem 7 mM otopine ABTS-a i Kkalijevog
persulfata u jednakim omjerima. Tada pocinje trenutno nastajanje ABTS radikala pri ¢emu
dolazi do nastanka plavo zelenog obojenja otopine. Nastala plavozelena otopina generirana je
djelovanjem oksidacijskog sredstva, u ovom slucaju kalijeva persulfata, K2S20g na ABTS.

Buduc¢i da je reakcija nastajanja radikala u potpunosti zavrSena tek nakon vise od 6 sati,
reakcijska smjesa se ostavi inkubirati na tamnom mjestu kroz 12 sati do nastanka konacnog
intenziteta boje. Nakon inkubacije, otopina se razrijedi tako da njena apsorbancija mjerena na
732 nm bude 0.700 + 0.02 (1 mL u 40 mL vode). Ispitivani uzorak se dodaje otopini prethodno
generiranog ABTS radikal kationa. Antioksidansi iz uzorka ,hvataju“ ABTS radikale $to
dovodi do smanjenja intenziteta obojenja reakcijske smjese. Nakon dodavanja uzorka otopini
ABTS radikala i inkubacije u trajanju od 3 min na sobnoj temperaturi mjeri se apsorbancija.
Rezultati se prikazuju kao Trolox ekvivalent (mmol/L), odnosno kao koncentracija Trolox-a

koja pokazuje istu antioksidativnu aktivnost kao 1mmol/L otopine istrazivanog uzorka. Trolox
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je vodotopljivi oblik vitamina E koji predstavlja standard za odredivanje antioksidativne
aktivnosti.

U kvarcnu Kkivetu otpipetira se 2,5 mL otopine ABTS-a radikala i nakon toga 300 uL
razrijedenog ekstrakta lista ili ploda (50 uL u 10 ml etanola). Pripremljena otopina se inkubira
tri minute na sobnoj temperaturi i nakon toga se mjeri apsorbancija na 732 nm. Apsorbancija bi
se trebala mjeriti dvaput, u trenutku dodavanja uzorka smjesi radikala (Ao) i nakon zavrSetka
inkubacije reakcijske smjese (A 3min). Medutim, Ao je zapravo nemoguce izmjeriti jer se
obezbojenje reakcijske smjese dogodi vrlo brzo. Zbog toga se Ao odreduje tako da se umjesto
uzorka u reakcijsku smjesu doda ista koli¢ina etanola (300 uL) i tako odredi pocetna
apsorbancija. Iz razlike apsorbancije na poc¢etku mjerenja (Ao) i na kraju mjerenja (Asmin)
izracuna se postotak obezbojenja i iz bazdarnog dijagrama ocita antioksidacijski potencijal
izrazen kao pg ekvivalenta Trolox-a u mL ekstrakta.
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Slika 6. Postotak gaSenja apsorbancije otopine ABTS-a u ovisnosti o koncentraciji Trolox-a u
reakcijskoj smjesi

3.6.5.3. Odredivanje reduktivnog potencijala FRAP metodom

Metoda (Benzie i Strain, 1996) se temelji na redukciji Fe(l11)-2,4,6, tripiridil-s-triazin
kompleksa Zute boje u plavo obojeni Fe(IT) produkt u prisutnosti antioksidansa (Fe** -TPTZ -
-- Fe**-TPTZ). Reakcija je ovisna o pH, pri ¢emu je optimalan pH 3,6. Maksimalna
apsorbancija kompleksa je na 593 nm. Smanjenje apsorbancije proporcionalno je koli¢ini
antioksidansa u uzorku.

Reakcijska smjesa napravljena mijeSanjem 2,7 mL FRAP reagensa, 270 uL
destilirane vode i 150 uL razrijedenog ekstrakta (50 uL u 10 mL etanola) se inkubira na 37 °C.

Tocno nakon 40 min apsorpcija smjese mjeri se na 593 nm. Svaki puta radi se 1 slijepa proba
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koja umjesto ekstrakta sadrzi etanol. Intenzitet razvijenog obojenja mjera je reduktivne moci

uzorka. Izmedu dva mjerenja potrebno je ostaviti barem 3 min razmaka tako da su svi mjereni

uzorci inkubirani jednako (nakon 40 min inkubacije boja jo$ uvijek nije u potpunosti stabilna).

FRAP reagens mora biti tijekom rada potpuno bistar.
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Slika 7. Bazdarni pravac i jednadzba bazdarnog pravca za izratunavanje FRAP redukcijskog potencijala

3.6.6. Odredivanje makro 1 mikroelemenata

Prije spektroskopske analize odredivanih minerala provedena je predobrada uzoraka

rogaca (plod, list) koja ukljucuje spaljivanje uzoraka u jedinici za mikrovalnu digestiju uz

koristenje oksidacijskih sredstava 65 % HNOz i 30 % H>O> prema zadanom digestijskom

programu (Tablica 8):

Tablica 8. Uvjeti mikrovalne digestije uzoraka ploda i lista rogaca

1. 250 W
2. 0W

3.250 W
4.400 W
5.650 W

1 min

1 min

5 min

5 min

5 min.

/lagana oksidacija organske tvari/

/radi sprije¢avanja nastanka previsoke temperature i tlaka
reakcija se nastavlja bez dodatnog dovodenja energije/
/zavrsetak blage oksidacije organske tvari/

/za potpuno dovrSenje oksidacije organske tvari

dovodenje jace energije/

Postupak mikrovalne digestije je odabran zbog vrlo male moguénosti kontaminacije

uzorka 1 kratkog vremena trajanja spaljivanja organskog dijela uzorka. Nakon hladenja

digerirani uzorci su u volumetrijskim tikvicama razrijedeni na 50 mL s demineraliziranom

vodom i prebaceni u polietilenske bocice. Svaki uzorak digeriran je u duplikatu.
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Potreban laboratorijski pribor i posude prije koriStenja odstajalo je 24 sata u 10 % HNOs3
i nakon toga dobro isprano s demineraliziranom vodom i osuseno na zraku.

Koncentracije makroelemenata (Ca, K, Mg i Na) i mikroelemenata (Al, As, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Se i Zn), nakon predobrade uzoraka ploda i lista istrazivanih populacija
rogaca, odredene su spektroskopijom mase uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-MS) na
uredaju S kolizijskom/reakcijskom komorom kako bi se smanjio utjecaj moguéih smetnji
uzrokovanih neidentificiranim reaktivnim vrstama. Kolizijska/reakcijska komora ima
mogucénost djelovanja u 3 razli¢ita moda: ,,no-gas* mod za mjerenje Al (m/z=27), vodikov mod
za mjerenje Cr (m/z = 52) i Se (m/z = 78), te helijev mod za mjerenje As (m/z = 75), Ca (m/z =
43), Cd (m/z = 114), Co (m/z =59), Cu (m/z = 63), Fe (m/z = 56), K (m/z = 39), Mg (m/z = 24),
Mn (m/z = 55), Mo (m/z = 95), Na (m/z = 23), Ni (m/z = 60), Pb (m/z = 208) i Zn (m/z = 8). Za
analizu su kori$teni argon, helij i vodik visoke ¢istoce (99.999 % v/v). Uzorci su analizirani uz
dodatak unutarnjih standarda, skandija (Sc, m/z=45), germanija (Ge, m/z =72, m/z = 74), rodija
(Rh, m/z = 103), terbija (Th, m/z = 159), iridija (Ir, m/z = 193) i lutecija (Lu, m/z = 175).

Mjerne otopine uzoraka rogaca pripremljene su neposredno prije analize mijeSanjem 1
mL razorenog uzorka i 2 mL 1 % HNOz3. Kalibracijski standardi pripravljeni su tako da
koncentracije svih metala u mjerenim uzorcima budu unutar odabranog koncentracijskog
raspona. U otopinu diluenta dodani su interni standardi (Sc, Ge, Rh, Tb, Iri i Lu) tako da njihova
kona¢na koncentracija iznosi 1 pg/L. Osjetljivost in