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SazZetak:

U ovom zavr$nom radu istrazena je varijabilnost populacija maline na temelju morfoloskih i
kemijskih karakteristika plodova. Istrazivanje je obuhvatilo pet prirodnih populacija divlje
maline, od kojih su tri sakupljene na podrucju Bosne i Hercegovine (Rastic¢evske Poljane,
Vrhovi 1 Juricka Plazenica), a dvije na podru¢ju Hrvatske (Ucka i Risnjak). Terenska
istrazivanja provedena su tijekom 2023. godine, a ukupno su u istrazivanje ukljuc¢eni plodovi
s 25 jedinki. Rezultati istrazivanja pokazali su statisticki znacajne razlike medu populacijama
u pogledu mase plodova, broja koStunica i masenog udjela vode. Hrvatske populacije maline
imale su, u odnosu na bosanskohercegovacke, manji broj koStunica po jednom plodu.
Populacije Juricka Plazenica 1 Rasti¢evske Poljane istaknule su se s najtezim plodovima i
najve¢im brojem koStunica, dok su populacije Vrhovi i U¢ka imale najve¢i maseni udjel
pepela. Utvrdeno je da maseni udjel vode negativno korelira s masenim udjelima proteina i
pepela, dok su masa 1 broj koStunica bili u pozitivnoj korelaciji.

Ekoloski uvjeti, poput juznih, osuncanih ekspozicija, pokazali su se klju¢nima za razvoj
morfoloskih karakteristika plodova. Opcenito gledano, ovo istraZivanje doprinosi
razumijevanju morfoloske 1 kemijske varijabilnosti plodova divlje maline, naglasavajuci
ulogu ekoloskih faktora u njthovom razvoju.
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1. UvVOD

1.1. Rod Rubus L.

Rubus L. je jedan od vrstama najbogatijih i taksonomski najkompleksnijih rodova u
porodici Rosaceae, a obuhvaca izmedu 250 i 700 vrsta kupina i malina (Alice i dr. 2014).
Osim brojnih vrsta, rod Rubus obiluje i prirodnim i kultiviranim krizancima. Vrste ovoga
roda nalazimo na svim kontinentima osim na Antartici, a veéina ih raste u umjerenoj i sup-
tropskoj zoni sjeverne hemisfere (Herman 1971; Alice i dr. 2014). Morfoloski gledano, ovaj
rod je izrazito raznolik, a obuhvaca listopadne, zimzelene i vazdazelene, uspravne i polegle
grmove, ali i zeljaste biljke. Zbog agamospermije, poliploidije i hibridizacije, mnogi autori
ovaj rod smatraju jednim od taksonomski najkompleksnijih rodova cvjetajucih biljaka (Alice
i dr. 2014).

Stabljika ovog roda je ve¢inom bodljikava i ¢esto nedovoljno odrvenjela, zbog cega
mnoge vrste rastu prileglo uz tlo. Listovi su naizmjeni¢ni, a mogu biti jednostavni, troliskavi,
a najcesce su sastavljeni (Herman 1971). U nekih vrsta je ono neparno perasto sastavljeno
(Rubus idaeus L.), dok je u nekih dlanasto sastavljeno (Rubus fruticosus L., R. ulmifolius
Schott). Jedinu globalnu taksonomsku analizu napravio je Focke (1910, 1911, 1914) na te-
melju morfoloskih karakteristika, a rod je podijelio u 12 podrodova: subg. Anoplobatus,
Chamaebatus, Chamaemorus, Comaropsis, Cylactis, Dalibarda, Dalibardastrum, Idaeoba-
tus, Lampobatus, Malachobatus, Orobatus i Rubus (= Eubatus). Medu njima, veli¢inom se
isti¢u podrodovi Idaeobatus, Malachobatus and Rubus, od kojih su prva dva uglavnom zas-
tupljena u Aziji, a zadnji u Sjevernoj Americi i Europi. Stabljike u podroda Idaeobatus su
uglavnom dvogodi$nje, uspravne ili puzave. Na sebi imaju bodlje, a mogu biti i bez njih.
Listovi su perasti ili troliskavi, a jako rijetko jednostavni. Palisti¢i su srasli s peteljkama, a
suli¢astog do nitastog su oblika. Plodovi su Suplji, stoga ih je lako otrgnuti s torusa (Herman
1971). Podrodu Idaeobatus pripadaju vrste: Rubus idaeus, R. spectabilis Pursh.

Cvjetovi su dvospolni i nalaze se u cvatovima. Cvatovi su smjeSteni na pro§logodis-
njim izbojcima koji se nakon dozrijevanja plodova osuse do svoje baze. Ocvijece se sastoji
od pet listi¢a ¢aske i vjencica. Prasnika ima puno, a na glavi¢astom cvjetistu smjesten je veci
broj plodnica (Herman 1971). Plodovi ovog roda su jednosjemene koStunice koje ¢ine zbirni
plod. Plodovi su ukusni i ¢esto se Smatraju ,,super hranom* zbog visokih udjela sekundarnih
metabolita kao $to su tanini, antocijani, polifenoli, flavonoidi i organske kiseline (Meng i dr.
2022). Mnoge vrste iz ovog roda predstavljaju Stetan Sumski korov, dok druge pak daju vri-
jedne plodove pa se uzgajaju i u vrtovima (Dujmovi¢ Purgar i dr. 2007). Ime ovog roda
(Rubus) potjece od rijeci rubus (crven), zbog boje ploda u velikog broja vrsta.

Kupine i maline imaju relativno kratku povijest kultiviranja, krac¢u od jednog stoljeca
i samo su nekoliko generacija udaljene od svojih divljih predaka. Vrste roda Rubus obi¢no
su pionirskog karaktera i rani su kolonizatori degradiranih stanista poput pasnjaka, uz rubove
Suma, na Sumskim c¢istinama i uz ceste. Kupine su obi¢no mnogo tolerantnije na susu, pop-
lave i visoke temperature, dok su maline otpornije na hladno¢u. Osim toga, pokazuju snaznu
vegetativnu reprodukciju bilo vr$nim zakorjenjivanjem ili izdancima iz korijena, §to omo-
gucuje pojedinim genotipovima da pokrivaju velike povrsine. Plodove raznose zivotinje, po-
sebice ptice, Sto znaci da se sjeme lako moze prosiriti i na velike udaljenosti (Graham i
Brennan 2018).



1.2. Morfologija i biologija istraZivane vrste

Rubus idaeus, znanstveni je naziv za malinu, koja pripada podrodu lIdaeobatus. Sta-
bljike maline su dvogodiSnje, uspravne te su na pocetku dlakave, a ponekad mogu imati 1
nekoliko bodlji kojima je baza poprili¢no Siroka. Na podzemnom, visegodisnjem, dijelu
biljke razvijaju se pupovi iz kojih ¢e sljedece godine izrasti mladi izbojci. U prvoj godini
nadzemni izdanci rastu samo u visinu, dok se u drugoj godini po¢inju formirati rodne mla-
dice (Slika 1) koje se, nakon §to donesu rod, osuse (Nikoli¢ i dr. 2015; Maslov Bandi¢ i dr.
2020). Kora mladih izbojaka je zelenkasto siva ili zu¢kastosmeda i pepeljasto dlakava, dok
je u starih smeda i odrvenjela (Kremer i Kusi¢ Tomai¢ 2015; Maslov Bandi¢ i dr. 2020).

Slika 1. Habitus — Rubus idaeus L.
https://visiani.botanic.hr/fcd-gallery/Photo/Show/143799

Listovi su neparno perasto sastavljeni od pet ili sedam liski koje su nasuprotne
(Slika 2), dok je raspored listova naizmjenican $to je karakteristi¢no za cijeli rod Rubus.
Liskama je rub dvostruko napiljen. Gornja strana plojke tamnozelene je boje, sjajna i glatka,
a donja strana plojke je bijelo pustenasta. VrSna liska duga je 5 do 10 cm, Siroko jajasta do
kopljasta, vrh joj je uSiljen, a osnova plitko srcasta ili zaobljena. Postrane liske su manje i
gotovo sjedece, dok vrsna liska ima dugacku peteljku. Korijenski sustav u maline je radijalno
simetric¢an. Raste do 50 cm dubine, no ¢esto dosiZe i vecu dubinu zbog prilagodbe na tla koja
su siroma$na hranjivima i slabo opskrbljena vodom (Maslov Bandi¢ i dr. 2020).

Maline cvjetaju u svibnju i lipnju (IdZojti¢ 2013). Cvjetovi su dvospolni, sitni i bijeli
(Slika 3). Vise cvjetova zajedno nalazi se u kratkim grozdovima. Caska je gradena od pet
pustenastih lapova koji su jajasto suli¢asti i uSiljeni, a vjencic je izgraden od pet bijelih latica.
OpraSivanje je entomofilno, jer cvjetovi sadrze veliku koli¢inu nektara, stoga ih pcele rado
oprasuju (Kriissmann 1962).

Plod maline je zbirna koStunica (Slika 4), gradena od velikog broja crvenih, kuglastih
jednokosStunica. Svaka koStunica nastaje od jednog plodnog listi¢a - karpele. Mnogokostu-
nica je obavijena na samoj osnovi velikim, rasirenim, kasnije prema dolje povinutim lapo-
vima ¢aSke (Idzojti¢ 2013). Plodovi su crvene boje, izuzetno aromati¢ni, a sazrijevaju u
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srpnju i kolovozu (Kremer i Ku$i¢ Tomai¢ 2015). Sadrzaj Secera je cak 3,9 %, a obiluju i
organskim kiselinama pa ove plodove mozemo konzumirati svjeze te preradene u obliku
soka, sirupa, rakije, vina, octa te malinove vode (Herman 1971).

Slika 2. List — Rubus idaeus L.
http://www.plantsystematics.org/imgs/dws/r/Rosaceae_Rubus_idaeus_16934.html

Slika 3. Cvjetovi — Rubus idaeus L. Slika 4. Plodovi — Rubus idaeus L.
https://en.wikipedia.org/wiki/Rubus_i- https://en.wikipedia.org/wiki/Rubus_i-
daeus daeus



1.3. Prirodna rasprostranjenost i ekoloSke znacajke istraZivane vrste

Malina je vrsta koja ima $irok areal, a obuhvaca sjevernu hemisferu (Slika 5). Priro-
dno raste u sjevernoj Europi, Aziji i Sjevernoj Americi (WFO 2024), od Newfoundlanda do
Aljaske, te juzno do Pennsylvanije, Indiane, lowe i Arizone. U Europi se proteze od Skan-
dinavije do Mediterana. Ova vrsta preferira suhe ili vlazne Sume, polja i rubove cesta, a cesto
se uzgaja u kulturama zbog svojih ukusnih plodova.

Umjereno kontinentalna klima najoptimalnija je za rast malina. Potrebna joj je do-
voljna koli¢ina oborina, ali suviSak vlage pogoduje razvoju gljivi¢nih bolesti, stoga je neop-
hodno dobro strujanje zraka. Mladi izbojci dosta dobro podnose niske temperature, koje
mogu biti Cak do -25 °C, dok je korijen osjetljiv na niske temperature i tu oSte¢enja nastanu
ve¢ izmedu -12 °C 1 -14 °C (Maslov Bandi¢ i dr. 2020). Proljetni mrazovi ne ¢ine osobite
Stete s obzirom na to da je malina vrsta koja kasnije cvate, u svibnju i lipnju. Da bi dobro
uspijevale, malinama je potrebna znatna koli¢ina sunceve svjetlosti.

Malina se plitko zakorijenjuje (Sili¢ 2005), stoga manjak vode predstavlja problem
koji dovodi u pitanje smanjen rast korijena, novih izbojaka te izaziva i suSenje plodova. Iz
tog razloga, godisnja koli¢ina oborina trebala bi biti ve¢a od 800 mm.

Malinama odgovaraju rastresita i slabo propusna tla, ¢ija je pH vrijednost oko 6
(slabo kiselo) te ona kojima je udio humusa veci od 3 %. S obzirom na to da im je korijenov
sustav plitak, vec¢ina korijenovih zila nalazi se na dubini izmedu 15 1 40 cm. Podzemna voda
ne bi smjela biti blize povrsini od 1 m (Maslov Bandi¢ i dr. 2020).

L L
)

Slika 5. Prirodna rasprostranjenost maline. (Izvor: https://www.cwrnl.nl/en/CWRnl-
1/CWRbyname/Rubus-idaeus-L..-1.htm)



https://www.cwrnl.nl/en/CWRnl-1/CWRbyname/Rubus-idaeus-L.-1.htm
https://www.cwrnl.nl/en/CWRnl-1/CWRbyname/Rubus-idaeus-L.-1.htm

1.4. Dosadasnja istraZivanja

U istrazivanju koje su proveli Mauzar i dr. (2014), pod nazivom ,,Kvaliteta i kemijski
sastav deset genotipova crvene maline (Rubus idaeus L.) tijekom tri sezone berbe",
proucavani su boja 1 kemijski sastav plodova 10 genotipova maline uzgajanih u nordijskoj
Klimi tijekom tri sezone berbe. Glavni fenolni spojevi u plodovima bili su elagitanini i
antocijani, koji su ¢inili 57 % i 42 % kvantificiranih fenolnih spojeva. Najzastupljeniji
antocijan bio je cijanidin-3-soforozid (61 %). Svi parametri kvalitete znacajno su bili pod
utjecajem genotipa. Genotipovi su se mogli kategorizirati u tri skupine: 'Veten' i 'RU984
06038' karakterizirani su visokim koncentracijama flavonoida, tj. antocijana i kvercetin
glikozida, te tamnocrvenom bojom; 'Octavia’, ‘Glen Magna', 'RU004 03067', '‘Glen Ample' i
'RU974 07002' Kkarakterizirani su svijetlom bojom, visokim kiselinama i niskim
koncentracijama flavonoida; dok su 'Malling Hestia', 'RU024 01003' i 'RU004 04095' imali
visok sadrzaj suhe tvari, topljivih krutina, askorbinske kiseline i spojeva koji sadrze
elaginsku kiselinu, uz visoke vrijednosti nijanse i kromati¢nosti. Svi parametri kvalitete,
osim askorbinske kiseline i lambertianina C, znacajno su varirali izmedu sezona berbe.
Najmanje sezonske varijacije u kvaliteti plodova uocene su u 'RU024 01003'i ‘Glen Ample’,
dok su najvece varijacije bile u ‘RU004 03067' i 'Glen Magna'.

Divlja malina obilno raste i Siroko je rasprostranjena u umjerenim podrucjima nizeg
himalajskog pojasa, §to predstavlja bogatu biolos§ku raznolikost za ovu vrstu. Na tim
podrucjima trideset uzoraka maline istrazeno je s tri razli¢ite lokacije (Ahmed i dr. 2014).
Na lokacijama uzorkovanja promatrano je nekoliko osobina, a neke karakteristike su
procijenjene i kvantificirane nakon berbe uzoraka listova i plodova. Uzorci su se znacajno
razlikovali u rastu, vremenu i intenzitetu cvjetanja, smjestaju plodova, vremenu sazrijevanja,
produktivnosti te obliku i boji plodova. Sto se ti¢e kvantitativnih karakteristika, znacajne
razlike su pronadene u visini biljke, duljini i Sirini listova, broju grana po biljci, trajanju
cvjetanja, danima do sazrijevanja, te duljini, Sirini i teZini plodova medu uzorcima
prikupljenim s razlicitih lokacija. Zreli plodovi su kemijski analizirani, ukljucujuéi sadrzaj
vlage, ugljikohidrata, proteina, masti, vlakana, pepela, ukupnih topljivih krutina (TSS),
kiselosti, pH vrijednosti i minerala (K, Ca, Na, Fe, Cu, Zn, Mn, Pb i Cr). Lokacija je takoder
imala znacajan utjecaj na kemijski sastav zrelih plodova.

U svom radu Lopez-Corona i dr. (2022) daju pregled trenutnih spoznaja o fenolnim
spojevima u malinama, ukljuc¢ujuéi njihovu karakterizaciju, biosintezu, bioraspolozivost,
citotoksi¢nost te antioksidativne i protuupalne aktivnosti. Autori isticu da maline imaju
bogat spektar fenolnih spojeva koji sluze kao prirodna zastita biljke te da je interes za ove
spojeve znacajno porastao kada su oni prepoznati zbog pozitivnih u¢inaka na ¢ovjekovo
zdravlje. Provedena su opsezna kemijska istrazivanja te in vitro i in vivo studije kako bi se
potvrdile njihove koristi i moguce primjene u lije€enju razli¢itih kroni¢nih degenerativnih
bolesti, koje su karakterizirane oksidativnim stresom i upalnim odgovorom. lako unos ovih
fenolnih spojeva moze pomoc¢i u lijecenju mnogih bolesti, ovaj pregled se posebno fokusirao
na njihov utjecaj na maligne bolesti. Opc¢enito gledano, antocijani i elagitanini u malinama
poznati su po svojoj visokoj antioksidativnoj sposobnosti.

Svjetski trend uzgoja sve veceg broja malih plodova, ukljucujuéi maline, biljezi
stalan porast zbog relativno visokog sadrzaja bioaktivnih nutrijenata. Kako bi se proucili
zdravstveni benefiti maline, analizirani su 11 unaprijed odabranih divlje uzgojenih
genotipova 1 jedna poznata sorta, 'Heritage', u pogledu njihovih fizikalno-kemijskih
svojstava kao $to su masa ploda, ukupni antioksidacijski kapacitet (mjeren B-karotenskim



izblijedjelim 1 FRAP testovima), ukupni fenoli, askorbinska kiselina, sadrzaj topljivih
krutina (SSC) i kiselost (Tosun i dr. 2009). Masa ploda, SSC i sadrzaj askorbinske kiseline
kretali su se u rasponu izmedu 1,47 i 2,32 g, 10,87 % i 13,60 %, te 21 i 36 mg/100 g.
Antioksidativna aktivnost 1 ukupni sadrzaj fenola varirali su medu genotipovima, pri cemu
je genotip ERZS5 imao najvisi antioksidacijski kapacitet prema oba testa. Ovaj genotip
takoder je imao najvisi ukupni sadrzaj fenola (2031 pg GAE/g SV). Utvrdene su linearne
veze izmedu antioksidacijskih kapaciteta i ukupnih fenola. Ova studija pokazuje potencijal
odredenih divljih genotipova, osobito ERZS, za poboljSanje nutritivne vrijednosti kroz
programe poboljSanja genetskog materijala.

U istrazivanju kojeg su u Latviji proveli Augspole i1 dr. (2021) ustanovljeno je da se
razli¢ite sorte malina uzgajaju za svjezu konzumaciju i preradu. Svjeze domace maline
dostupne su potroSa¢ima od srpnja do listopada. Informacije o fizikalnim, kemijskim i
morfoloskim svojstvima plodova maline klju¢ne su za razumijevanje ponasanja proizvoda
tijekom berbe, transporta, sortiranja, razvrstavanja, pakiranja i skladistenja. Poznavanje
fizikalno-kemijskih svojstava malina vazno je jer mogu postojati varijacije u razinama tih
svojstava izmedu razlic¢itih sorti. Nove sorte koriStene su za opisivanje i usporedbu kvalitete
plodova maline: 'Daiga’, 'Shahrazada’, 'Norna' i 'Polana’, koje se uzgajaju u regiji Zemgale u
Latviji. Uzorci su prikupljeni s farme Plugi u punoj fazi zrenja. Cilj ovog istrazivanja bio je
utvrditi ukupni sadrzaj fenola (TPC), ukupni sadrzaj flavonoida (TFC), kiselost (TAc),
ukupni sadrzaj topljivih krutina (SSC) te fizikalne parametre, pH i boju. Morfoloski
parametri plodova ukljucivali su duljinu cvjetista (RI), Sirinu cvjetista (Rw), duljinu ploda
(F1), irinu ploda (Fw), masu ploda (m) i broj sjemenki. Rezultati istrazivanja pokazali su
znacajne razlike u svim kemijskim 1 fizikalnim karakteristikama, kao i u morfoloskim
svojstvima izmedu istrazivanih sorti.

U istrazivanju koje provode Veljkovi¢ i dr. (2019) analizirana je geneticka struktura
divljih populacija malina u srediSnjem Balkanu te njihov odnos prema komercijalnim
sortama. Koristenjem AFLP markera, istrazivaci su proucavali varijabilnost 128 jedinki iz
sedam prirodnih populacija i sedam komercijalnih sorti. Rezultati su pokazali da se
komercijalne sorte jasno razlikuju u odnosu na maline iz prirodnih populacija. Populacija s
planine Ozren imala je najveéu gensku raznolikost i broj privatnih markera. Analiza
molekularne varijance pokazala je da ve¢ina geneticke raznolikosti potjece od razlika medu
jedinkama unutar populacija. Takoder, utvrdeno je da nadmorska visina ima klju¢nu ulogu
u strukturiranju geneticke raznolikosti, vise nego prostorna udaljenost. Divlje populacije
malina iz Srbije karakterizirala je visoka raznolikost, te bi trebale biti zasti¢ene i koriStene
kao resurs u selekciji 1 oplemenjivanju novih sorti s poboljSanim svojstvima, poput boljeg
prinosa i veée otpornosti na vanjske faktore.



2. CILJ RADA

Cilj ovoga rada bio je ispitati varijabilnost populacija maline u Hrvatskoj i Bosni i
Hercegovini na temelju morfoloskih i kemijskih karakteristika plodova. Istrazivanje
populacijske varijabilnosti provedeno je na osnovi dva morfoloska i tri kemijska svojstva
plodova, sakupljenih u dvije prirodne populacije na podru¢ju Hrvatske te tri populacije na
podruc¢ju Bosne i Hercegovine. Pri analizi podataka koristene su multivarijatne i deskriptivne
statisticke metode.

Na temelju postavljenog cilja provedene su sljedece aktivnosti:

prikupljena je literatura o relevantnim istrazivanjima;

prikupljeni su podaci o istrazivanoj vrsti i podru¢ju istrazivanja;

napravljen je plan uzorkovanja;

sakupljeni su uzorci biljnoga materijal za morfometrijska istrazivanja;

izvrSene su analize uzoraka u laboratoriju;

statisticki su obradeni i analizirani dobiveni rezultati te su interpretirati u skladu s
ciljevima istrazivanja;

7. izvedeni su zakljuéci na temelju dobivenih rezultata.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Materijal

U istrazivanje je ukljuceno pet populacija maline iz Hrvatske i Bosne i Hercegovine
(Tablica 1, Slika 6). Terenska istrazivanja provedena su tijekom 2023. godine. Terenski rad
je obuhvacao sakupljanje uzoraka plodova za morfometrijsku i kemijsku analizu. Za
lokalitete smjestene unutar zasti¢enih podrucja, dozvola za prikupljanje uzoraka dobivena je
od Ministarstva gospodarstva i odrzivog razvoja (UP/I 612-07/21-33/57). Na svakom
lokalitetu sakupljeno je po 50 g plodova s onoliko grmova koliko je bilo dostupno. Plodovi
su odmabh po sakupljanju izvagani te im je prebrojan broj pojedina¢nih kostunica, nakon ¢ega
su zamrznuti na -18 °C do daljnje kemijske obrade.

Tablica 1. Opc¢e znacajke istrazivanih populacija.

Oznaka . Geografska Geografska Nadmorska
i, Populacija e R .
populacije Sirina () duzina (%) visina (m)
P1 Ucka (HR) 45,278630 14,217951 1022
P2 Risnjak (HR) 45,429299 14,634803 1187
P3 Ras“"e(véliﬁ)lj oljane 14 062222 17,216666 1367
P4 Vrhovi (BiH) 44,051666 17,229444 1459
P5 Juricka Plazenica 44,046111 17,249444 1615

(BiH)

Slika 6. Geografski poloZzaj istrazivanih populacija.



3.2. Kemijska analiza plodova

Prije provodenja kemijskih analiza uzorci sa svakog grma su homogenizirani
pomocu Stapnog miksera. Nakon Sto smo plodove usitnili, svaki uzorak je pohranjen u
zasebnu plasti¢nu posudicu s jedinstvenom oznakom. Tako pripremljeni uzorci pohranjeni
su u zamrziva¢ na -20 °C do daljnjih analiza. Na svim uzorcima provedene su tri analize
pomocu koji smo odredili masene udjele: vode, proteina i pepela.

3.2.1 Odredivanje masenog udjela vode

Maseni udjel vode u uzorcima maline odreden je fizikalnom, indirektnom metodom
(AOAC 925.03 2000). Ova metoda ukljuéuje suSenje uzorka poznate mase u zra¢noj susnici
pri temperaturi od 105 °C do postizanja konstantne mase. Za potrebe analize, odmjerili smo
2 g prethodno odmrznutog i homogeniziranog uzorka maline te ga stavili u oznacene
aluminijske zdjelice, koje su prethodno pripremljene suSenjem u susioniku pri temperaturi
od 105 °C tijekom 60 minuta, uz dodatak kvarcnog pijeska 1 staklenog Stapic¢a za bolju
homogenizaciju uzorka. Zdjelice su potom ohladene u eksikatoru te su izvagane bez uzorka
I sa uzorkom. Nakon toga, uzorci su izmije$ani i homogenizirani s kvarcnim pijeskom te su
suseni pri temperaturi od 105 °C u suSioniku Cetiri sata. Odmah nakon susenja, aluminijske
posudice zajedno s uzorcima prebacene su u eksikator. Nakon §to su se posudice ohladile na
sobnu temperaturu, uslijedilo je vaganje i izratun prema sljede¢oj formuli:

m2-m3

% vode = x 100

m2-ml

gdje je:

mi1 — masa prazne aluminijske zdjelice (g)

m2 — masa aluminijske zdjelice s uzorkom maline prije suSenja (g)
m3 — masa aluminijske zdjelice s uzorkom maline nakon susenja (g)

3.2.2 Odredivanje masenog udjela proteina

Za odredivanje masenog udjela ukupnih proteina u uzorcima maline koriStena je
metoda po Kjeldahlu (AOAC 992.15 2000), koja se temelji na razaranju organske tvari
sumpornom kiselinom i Kjeldahlovim tabletama koje djeluju kao katalizatori. Prvo je
odmjeren 1 g homogeniziranog uzorka na aluminijsku foliju te je uzorak, pomocu pincete,
prebacen u kivetu pazeci da grlo kivete ostane ¢isto. Zatim je dodana 1 Kjeldahlova tableta
(3,5 g K2S0s4, 0,4 g CuSO4 x 5H,0), 10 mL koncentrirane sumporne Kiseline i 5 mL 30 %
vodikovog peroksida. Kiveta je protresena kako bi se uzorak ravnomjerno pomijesao s
kiselinom. Na taj nacin pripremljeno je ukupno osam uzoraka. Kivete s uzorcima postavljene
su u Foss LabtecTM DT208 Digestor gdje su najprije lagano zagrijavane, a nakon $to se
reakcija smirila, grijane su na 420 °C. Spaljivanje je zavrSeno kada je u kiveti ostala bistra
plavo-zelena tekucina bez neizgorenih crnih komadica uzoraka (Slika 7). Nakon hladenja
sadrzaja, uslijedila je destilacija, koja se odvijala u sustavu Foss Kjeltec 8100. U



Erlenmayerovu tikvicu otpipetirano je 25 mL borne kiseline te je tikvica postavljena na
destilacijsku jedinicu. Uredaj je postavljen na program koji dodaje 80 mL vode i 50 mL
luzine (40 % NaOH), nakon Cega je zapocet postupak destilacije do pojave zelene boje u
predloSku za sakupljanje NH4+. Po zavrSetku destilacije, sadrzaj tikvice titriran je s
0,1 M HCI do pojave ruZicaste boje. Postotak ukupnog dusika izraCunat je iz volumena
kiseline utroSene za titraciju uzorka 1 titraciju slijepe probe. Pomoc¢u postotka ukupnog
dusika i faktora za prera¢unavanje izracunat je maseni udjel ukupnih proteina. Pri izraéunu
koristene su sljedece formule:

(T-B)X N x14,007 X100
m

% ukupnog N =

% proteina = % N x 6,25

gdje je:

T — volumen HCI utroSen za titraciju uzorka (mL)

B — volumen HCI utroSen za titraciju slijepe probe (mL)
m — masa uzorka (mg)

N — molalitet kiseline

6,25 — faktor za preracunavanje postotka dusika u proteine

Slika 7. Uzorci maline nakon spaljivanja- blok Foss LabtecTM DT208 Digestor.
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3.2.4. Odredivanje masenog udjela mineralnog ostatka

Maseni udjel mineralnog ostatka u plodovima maline odreden je kao udjel pepela,
koji predstavlja anorganski dio zaostao nakon spaljivanja organske tvari (AOAC 923.03
2000). Postupak se temelji mineralizaciji (suhim putem) u mufolnoj peéi pri temperaturi od
580 °C, sve dok se ne dobije jednoli¢no sivi pepeo ili pepeo konstantne mase. Prvo smo u
prethodno izarenu, u eksikatoru ohladenu 1 izvaganu porculansku zdjelicu stavili 1 g usitnje-
nog i dobro homogeniziranog uzorka. Uzorak je nakon toga stavljen u mufolnu peé¢ zagrijanu
na 580 °C, gdje je doslo do spaljivanja uzorka (mineralizacije) sve dok se nije postigao uje-
dnacen svijetlosivi pepeo bez crnih Cestica. Po zavrSetku spaljivanja, zdjelice su ohladene u
eksikatoru do sobne temperature, nakon ¢ega je provedeno vaganje, pri ¢emu se pazilo da se
vaganje izvede odmah po zavrSetku hladenja zbog higroskopnosti pepela. Prilikom izracuna
masenog udjela pepela koriStena je sljedeca formula:
-m

1100

m3
m2-ml

% pepela =

gdje je:

mi1 — masa prazne porculanske zdjelice (Q)

my — masa porculanske zdjelice i uzorka maline prije spaljivanja (g)
m3 — masa porculanske zdjelice i pepela (g)

3.3. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu kori$tene su standardne formule deskriptivne i multivarijatne
statistike (McGarigal i dr. 2000; Sokal i Rohlf 2012). Statisticka obrada podataka provedena
je koristenjem programskog paketa Statistica for Windows (StatSoft, Inc. 2001).

Za svaku istrazivanu znacajku odredeni su sljede¢i deskriptivni statistiCki
pokazatelji: aritmeti¢ka sredina (M), minimalne (MIN) i maksimalne (MAX) vrijednosti,
standardna devijacija (SD) i koeficijent varijacije (CV%). Odnos izmedu mjerenih kemijskih
i morfoloskih znacajki plodova maline utvrden je Pearsonovim koeficijentom korelacije.
Takoder su testirane normalnost distribucije podataka (Kolmogorov-Smirnov test) i
homogenost varijanci (Leveneov test). Analiza varijance (ANOVA) koriStena je za
utvrdivanje razlika izmedu populacija.

Na temelju istrazivanih svojstava ploda provedena je analiza glavnih sastavnica
(principal component analysis; PCA). Broj glavnih sastavnica odreden je na temelju
svojstvenih vrijednosti (eigenvalues) glavnih sastavnica, koriStenjem Kaiserovog kriterija
koji zadrZava sastavnice u kojih su svojstvene vrijednosti ve¢e od 1 i Catellovog dijagrama
(scree plot; Cattell, 1966), kao i kumulativnog postotka objasnjene varijance. U konacnici
je izraden dijagram u kojem je u koordinatnom sustavu tockama prikazan polozaj
analiziranih populacija, a vektorima su prikazani maseni udjeli vode, proteina, pepela te
mase ploda i broja koStunica. Analiza glavnih sastavnica provedena je pomocu skripti

"MorphoTools" u R-u, programskom okruzenju za analizu podataka i graficki prikaz, verzija
3.2.2 (R Core Team, 2016), slijedeci priru¢nik Koutecky (2015).
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4. REZULTATI

4.1. Deskriptivna statistika

Rezultati deskriptivne analize morfoloskih i kemijskih svojstava plodova maline
prikazani su u Tablici 2, pojedinacno po populacijama i za sve populacije zajedno. Svaka
izmjerena morfoloSka znacajka prikazana je pomocu aritmeticke sredine (M), koeficijenta
varijacije (CV) i standardne devijacije (SD). Minimalne vrijednosti prikazane su zelenom
bojom, a maksimalne crvenom.

Najmanju masu plodova imali su uzorci iz populacije P1 (Uc¢ka), dok su najvecu
masu imali plodovi prikupljeni na lokaciji P5 (Juricka Plazenica). lako je imala najmanju
masu, najveci koeficijent varijabilnosti za navedeno svojstvo imala je upravo populacija
P1 (Ucka), dok je najmanji koeficijent varijabilnosti zabiljezen u populaciji P3 (Rasticevske
Poljane).

U populaciji P3 (Rasti¢evske Poljane) utvrdili smo da plodovi imaju najveci broj
kostunica, dok je najmanje ko$tunica u plodovima bilo u populaciji P1 (Ucka). Najveci
koeficijent varijabilnosti za ovo svojstvo ima populacija P4 (Vrhovi), a najmanji populacija
P2 (Risnjak).

Analizom je utvrdeno da najvise vode sadrZe plodovi iz populacije P2 (Risnjak), dok
najmanju koli¢inu vode sadrze plodovi iz populacije P4 (Vrhovi). Najmanja varijabilnost s
obzirom na navedeno svojstvo Karakterizirala je populaciju P3 (Rasti¢evske Poljane), a
najvecéa populaciju P1 (Ucka).

Najveci maseni udjel proteina utvrdili smo za populaciju P5 (Juricka Plazenica), a
najmanji za populaciju P2 (Risnjak), gdje je takoder i koeficijent varijabilnosti bio najmanji.
Najveci koeficijent varijabilnosti zabiljeZen je u populaciji P3 (Rasti¢evske Poljane).

Najvec¢i maseni udjel mineralnog ostatka u plodovima, tj. udio pepela zabiljeZen je u
populaciji P4 (Vrhovi), a najmanji u populaciji P3 (Rasti¢evske Poljane). Najvisi koeficijent
varijabilnosti za maseni udjel pepela ima populacija P1 (Uc¢ka), a najmanji populacija
P2 (Risnjak).
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Tablica 2. Rezultati deskriptivne statistike za morfoloska i kemijska svojstva plodova ma-
line na podruc¢ju Hrvatske i Bosne i Hercegovine. Akronimi populacija: P1-Ucka; P2—Ris-
njak; P3—Resticevske Poljane; P4-Vrhovi; P5-Juricka Plazenica. m—masa plodova; NF—broj
kostunica. Deskriptivni statisticki pokazatelji: M—aritmeticka sredina; MIN—minimalna vri-
jednost; MAX-maksimalna vrijednost; SD—standardna devijacija; CV—koeficijent varijabil-
nosti (%).

Znadajka  DOKMPUVNE o) b b3 P4 P5 Ukupno
pokazatelj
M 077 081 092 080 10l 087
) 012 013 014 012 016 016
m MIN 066 068 074 065 079 065
MAX 093 094 106 100 126 126
CV(®%) 1611 1551 1490 1517 1546 18,28
M 2034 2375 2963 2613 2919 2610
sD 205 115 216 334 219 417
NF MIN 1720 2260 2670 2230 2560 17,20
MAX 2220 2490 31,90 31,70 3190 31,90
CV(%) 1009 484 729 1278 749 1596
M 8195 8612 81,74 7958 8182  8L8l
) 314 146 130 165 280 285
Voda MIN 7666 8466 80,61 7687 7584 7584
MAX 8528 8758 8351 8172 8423 87,58
CV (%) 383 169 159 207 342 348
M 225 153 173 178 239 201
) 098 000 077 058 041 067
Proteini MIN 170 153 063 064 197 0,63
MAX 399 153 239 221 312 399
CV(%) 4356 015 4454 3240 1693 3352
M 053 045 044 055 050 050
sD 012 002 003 005 006 008
Pepeli MIN 036 043 041 049 044 036
MAX 065 046 048 063 060 065

CV (%) 23,30 3,59 6,84 9,80 11,72 15,42
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4.2 Analiza varijance - ANOVA

Provedenom analizom varijance utvrdeno je da se populacije statisti¢ki znacajno ra-
zlikuju u koli¢ini vode u plodovima (p = 0,03), masi plodova (p = 0,00) i broju koStunica
(p = 0.02). Znacajne razlike nisu utvrdene u koli¢ini proteina (p = 0,22) i pepela (p = 0,10).

Rezultati komparacije parova populacija prikazani su u Tablici 3. Najvece razlike
utvrdene su izmedu populacija P2 (Risnjak) i P5 (Juricka Plazenica), koje se znacajno razli-
kuju na temelju tri znacajke plodova (m, NF, voda), dok su se najsli¢nijima pokazale popu-
lacije P3 (Resticevske Poljane) i P5 (Juricka Plazenica), koje se ne razlikuju ni po jednoj
znacCajki. Parovi populacija koje se znacajno razlikuju po dvije znacajke plodova su:
P1 (Ucka) i P4 (Vrhovi) (NF, voda); P1 (Ucka) i P5 (Juricka Plazenica) (m, NF); P2 (Ris-
njak) i P3 (Resti¢evske Poljane) (NF, voda); P3 (Resticevske Poljane) i P4 (Vrhovi)
(NF, pepeli); i P4 (Vrhovi) i P5 (Juri¢ka Plazenica) (m, NF). Populacije P1 (Ucka) i P2
(Risnjak) te P1 (Uc¢ka) i P3 (Resti¢evske Poljane) se medusobno razlikuju samo za jedno
svojstvo, po udjelu vode, odnosno broju koStunica. Zanimljivo, maseni udjel proteina u plo-
dovima znacajno se ne razlikuje niti u jednog para populacija.

Tablica 3. Rezultati komparacije parova populacija za istrazivana morfoloska i kemijska
svojstva plodova maline, koristenjem Fisherovog LSD testa. Akronimi populacija: P1-U¢ka;
P2-Risnjak; P3-Resti¢evske Poljane; P4-Vrhovi; P5-Juricka Plazenica. m-masa ploda; NF-
broj koStunica.

P1 P2 P3 P4
P2 voda
P3 NF NF, voda
P4 NF, voda pepeli NF, pepeli
P5 m, NF m, NF, voda m, NF

4.3 Korelacijska analiza

Rezultati korelacijske analize prikazani su u Tablici 4. Ukupno je utvrdeno pet
pozitivnih korelacija izmedu istrazivanih znacajki, od 10 mogucih. Masa ploda (m) bila je
znacajnoj pozitivnoj korelaciji s brojem koStunica (NF) te u znacajnoj negativnoj korelaciji
s udjelom pepela. Udio vode bio je znacajnoj negativnoj korelaciji s udjelom proteina i
pepela, dok su udjeli pepela i proteina bili u medusobno znacajnoj pozitivnoj korelaciji.

Tablica 4. Rezultati korelacijske analize izmedu istrazivanih morfoloskih i kemijskih
svojstava plodova maline. *0,01< p <0,05; **0,001< p <0,01; ***p <0,001.

Znacajka m NF Voda Proteini
m
NF 0,538
Voda 0,231 -0,124
Proteini -0,038 0,122 -0,422
Pepeli -0,408 -0,210 -0,714 0,462
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4.4 Analiza glavnih sastavnica

Provedena analiza glavnih sastavnica prikazana je u Tablici 5 i na Slici 8.
Provedenom analizom utvrdeno je da prve Cetiri glavne sastavnice kumulativno objaSnjavaju
100 % ukupne varijabilnosti. Prva sastavnica (PC1) objasnjavala je 41,93 % ukupne
varijabilnosti, druga 40,38 %, a treca 15,77 %. Ostatak od 1,91 % objasnjavala je Cetvrta
glavna sastavnica. Pearsonovi korelacijski koeficijenti izmedu morfoloskih i kemijskih
svojstava plodova maline te glavnih sastavnica (PC1, PC2, PC3, PC4) ukazuju na sljedece:
prva glavna sastavnica (PC1) u visokoj je negativnoj korelaciji s masom plodova (m) i
brojem koStunica (NF) te u pozitivnoj korelaciji s udjelom pepela. Druga glavna sastavnica
u visokoj je negativnoj korelaciji s udjelom vode te u pozitivnoj s udjelom proteina. Druge
dvije glavne sastavnice nisu pokazale visoke korelacije sa znac¢ajkama plodova. Na slici 6.
vidljivo je odvajanje populacija Juricka Plazenica i Resticevske Poljane na lijevoj strani,
koje su imale najteze plodove s najvecim brojem koStunica, a na desnoj strani populacije
Vrhovi i Ucka, koje je karakterizirao najvec¢i udjel pepela. Po drugoj osi najvise se izdvaja
populacija Risnjak, koja je imala najveci udjel vode u plodovima.

Tablica 5. Pearsonov korelacijski koeficijent izmedu morfoloskih i kemijskih svojstava
plodova maline i prvih pet glavnih sastavnica: m-masa ploda; NF-broj koStunica.

PC-glavna sastavnica

Znatajka PC1 PC2 PC3 PC4
m 20,892 0,389 20,216 0,077
NF 0,888 0,301 0,339 0,072
Voda 0,132 0,860 0,464 0,169
Proteini 0,043 0,769 0,633 0,074
Pepeli 0,702 0,668 0,106 0,225
Svojstvena 2.10 2,02 0,79 0,10
vrijednost
%Ukupno 41,93 40,38 15,77 1,91
Kumulativno 41,93 82,31 98,09 100
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Slika 8. Graficki prikaz analize glavnih sastavnica (PCA) na temelju dvije morfoloske i tri

kemijske znacajke plodova maline.
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5. RASPRAVA

lako do sada nije provedeno puno istrazivanja 0 morfoloskim znacajkama plodova
divlje maline, osnovne botanicke opise dalo je nekoliko autora. Prema (Idzojti¢, 2013) plod
maline je zbirna koStunica, veli¢ine 1 do 1,5 cm, gradena od velikog broja crvenih, kuglastih
jednokos$tunica. Promatramo li masu plodova, s prosjecnom masom od 0.86 g, plodovi
maline u ovom istrazivanju nesto su laksi od onih iz prirodnih populacija u Turskoj, gdje je
prosjecna masa plodova bila 1,71 g (Tosun i dr. 2009).

Istrazivanja kemijskog sastava plodova uglavnom su usmjerena na antioksidanse i
druge biokemijske spojeve (Mazur i dr. 2022; Tao i dr. 2023). Nasim istrazivanjem utvrdeno
je da voda ¢ini izmedu 79 i 86 % ploda maline, $to je isto ili nesto vise od udjela vode u
kultiviranim malinama (Mazur i dr. 2022). Nadalje, hrvatske populacije malina pokazale su
se bogatijima proteinima u odnosu na one s Kosova (Koraqi i dr. 2019). Iako nisu dio naSeg
istrazivanja, Seceri ¢ine 0ko 4,5 % ploda maline (Koragi i dr. 2019), a daljnja istrazivanja bit
¢e usmjerena upravo na tu komponentu plodova. Da maline obiluju kemijskim spojevima,
dokazao je istrazivacki tim iz Kine, koji je izolirao ¢ak 194 razlicita spoja iz plodova maline,
anajbrojniji medu tim spojevima bili su fenoli, terpenoidi, alkaloidi, steroidi i masne kiseline
(Tao i dr. 2023). Prema (Mazur i dr. 2014) glavni fenolni spojevi u plodovima su elagitanini
I antocijani, koji ¢ine 57 % i 42 % kvantificiranih fenolnih spojeva. Ti fenolni spojevi sluze
kao prirodna zastita biljke te su poznati po svojoj visokoj antioksidativnoj sposobnosti
(Lopez-Corona i dr. 2022).

Korelacijska analiza pokazala je statisticki znac¢ajnu pozitivnu korelaciju izmedu
morfoloskih znacajki ploda. Takav rezultat ne iznenaduje S obzirom na to da je isti obrazac
potvrden i za mnoge druge vrste 1 njihove plodove, kao §to su jabuke (De Salvador i dr.
2006), nar (Wetzstein i dr. 2011) i kruske (Zarei i dr. 2019; Vidakovi¢ i Poljak 2024,
Vidakovi¢ i dr. 2024). Utvrdeno je i nekoliko, uglavnom negativnih korelacija izmedu
kemijskih znacajki. Naime, analiza je pokazala da je maseni udjel vode u negativnoj
korelaciji s masenim udjelima proteina i pepela, odnosno da §to je viSe vode, manje je
navedenih komponenti i obrnuto. Negativan odnos izmedu vode i proteina ranije je
zabiljezen u plodova avokada (Blakey i dr. 2012).

Analiza glavnih sastavnica pokazala je odvajanje populacija Resti¢evske Poljane i
Juric¢ka Plazenica od ostalih populacija. Te su se populacije odlikovale najtezim plodovima
s najve¢im brojem kos$tunica. Odvajanje tih populacija vjerojatno je rezultat ekoloskih i
staniSnih uvjeta. Naime, obje populacije se nalaze na juznim i osuncanim padinama, a
poznato je da izloZzenost suncevom svjetlu pozitivno utjeCe na velicinu ploda, Sto je
potvrdeno u maslina (Reale i dr. 2019) i jabuka (Robinson i dr. 1983). Plodovi koji primaju
dovoljno sunceve svjetlosti gube viSe vode tijekom dana od onih u zasjeni, ali to takoder
uzrokuje da voce izloZeno suncu dobije viSe Secera, flavonoida 1 hranjivih tvari, Sto potice
vedi rast ploda preko noc¢i (van Den Ende 2021). Da okoliSni ¢imbenici, kao $to je npr.
nadmorska visina, utje¢u na strukturiranost populacija maline, potvrdeno je i u geneti¢kim
istrazivanjima (Veljkovi¢ i dr. 2019).
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6. ZAKLJUCCI

Zavr$ni rad obuhvacao je pet prirodnih populacija divlje maline, od kojih su tri sa-
kupljene na podru¢ju Bosne i Hercegovine (Rasti¢evske Poljane, Vrhovi i Juricka Plaze-
nica), a dvije na podruc¢ju Hrvatske (Uc¢ka i Risnjak). Istrazivanjem su utvrdene statisti¢ki
znacajne razlike medu populacijama u pogledu mase plodova, broja koStunica i udjela vode.
Populacije Juricka Plazenica i Resticevske Poljane istaknule su se s najtezim plodovima 1
najve¢im brojem koStunica, dok su populacije Vrhovi i U¢ka imale najve¢i udjel pepela.
Osim toga, utvrdeno je da maseni udjel vode negativno korelira s masenim udjelima proteina
I pepela, dok su masa i broj kostunica bili u pozitivnoj korelaciji. Odvajanje populacija s
juznih, osuncanih ekspozicija sugerira da ekoloski uvjeti igraju klju¢nu ulogu u razvoju mor-
foloskih karakteristika plodova. Ovo istrazivanje doprinosi razumijevanju morfoloske i ke-
mijske varijabilnosti plodova divlje maline, naglasavaju¢i ulogu ekoloskih faktora u razvoju
plodova. Osim toga, istrazivanje kemijskog sastava plodova, koje do sada nije provedeno na
ovom podrucju, pruza nove spoznaje i ukazuje na potencijal za njihovu primjenu u poljopri-
vredi i farmaciji.
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