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1 UVOD 
 
Obarvanost kožice jabolk predstavlja enega od ključnih parametrov zunanje kakovosti 
jabolk, ki lahko pomembno vpliva na odločitev potrošnikov za njihov nakup. Velik pomen 
ima tudi za pridelovalca, saj dobra oziroma zadostna obarvanost plodov omogoča prodajo 
jabolk po višji tržni ceni. Barva kožice jabolk je določena z odtenki zelene in rumene 
osnovne barve na eni ter odtenki rdeče krovne barve na drugi strani (Janick in sod., 1996). 
Zelena oziroma rumena barva kožice je posledica prisotnosti klorofilov in karotenoidov, 
medtem ko se rdeča krovna barva tvori na račun akumulacije antocianov in flavonolov 
(Lancaster, 1992). Poleg antocianov in flavonolov lahko na obarvanost jabolk v manjši 
meri vpliva tudi prisotnost procianidinov (Lister in sod., 1994). Rdeča barva se lahko izrazi 
v obliki črt ali pa je prelita in pokriva večino ploda.  

Intenzivnost krovne rdeče barve je pri jabolkih večinoma pogojena z razmerjem, količino 
in vrsto antocianov, ki se v obliki granul kopičijo v vakuolah celic (Bae in Kim., 2006). 
Antociani se uvrščajo v eno od najpomembnejših in najraznolikejših podskupin fenolnih 
spojin, imenovano flavonoidi, ki obsega več kot 4000 različnih spojin (Hyson, 2011). Na 
podlagi molekulske strukture fenolne spojine v jabolkih razvrščamo v pet glavnih skupin, 
in sicer poleg antocianov med najpomembnejše spadajo še hidroksicimetne kisline, 
flavanoli, dihidrohalkoni in flavonoli (Tsao in sod., 2005). Z izjemo hidroksicimetnih 
kislin kopičenje ostalih flavonoidov in drugih fenolnih spojin poteka predvsem v kožici 
plodov, ki v primerjavi z mesom jabolka vsebuje od dva do šest krat več fenolnih spojin 
(Lata, 2009; Mikulic-Petkovsek in sod., 2007) ter dva do trikrat več flavonoidov (Wolfe, 
2003). Tudi sinteza antocianov večinoma poteka le v kožici jabolk, čeprav so obstajale in 
se še vedno vzgajajo sorte, pri katerih se antociani akumulirajo tudi v mesu plodov 
(Espley, 2009). 

Flavonoidi so eden od razredov fenolnih spojin, katere uvrščamo med sekundarne 
metabolite, ki v nasprotju s primarnimi niso bistveni za preživetje rastlin. Vendar pa s 
svojo prisotnostjo v jabolkih pomembno vplivajo tako na notranjo, kakor tudi izboljšujejo 
zunanjo kakovost plodov kot je na primer obarvanost kožice jabolk (Treutter, 2001). 
Antociani so glavni pigmenti v cvetovih jablane, kjer s privabljanjem čebel in ostalih 
opraševalcev igrajo pomembno vlogo pri opraševanju. V večjih količinah pa so prisotni 
tudi v kožici jabolk, kjer s privabljanjem ptic in ostalih frugivorov pripomorejo k 
hitrejšemu širjenju in razmnoževanju jablan. Flavonoli in flavoni ščitijo celice pred 
premočnim UV-B sevanjem, med drugim pa flavonoidi sodelujejo tudi pri fiksaciji dušika, 
transportu avksinov in obrambi rastline (Ronald in sod., 1994; Taiz in Zeiger, 2002). 

Flavonoidi in ostale fenolne spojine pa niso pomembni le za rastlino, ampak imajo vidno 
vlogo tudi v zdravi in uravnoteženi prehrani ljudi. Za številne fenolne spojine je bila 
namreč ugotovljena velika antioksidativna in antikarcenogena aktivnost (Lee in sod., 2003; 
Sun in Lu, 2008), ki lahko prepreči razvoj mnogih bolezni, med drugim raka, diabetesa, 
Alzheimerjeve, kardiovaskularnih in pljučnih bolezni (Hyson, 2011). Njihovo prehransko 
vrednost pa še dodatno povečuje tudi podatek, da jabolka, v primerjavi z ostalim sadjem, 
vsebujejo največji delež tako imenovanih prosto dostopnih fenolov, ki naj bi se lažje 
absorbirali v krvni obtok (Sun in sod., 2002). 
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Biosinteza antocianov v jabolkih se začne s primarnim prekurzorjem fenilalaninom in 
konča s končnim produktom glikozidi cianidina (Slika 1). V fenilpropanoidni metabolni 
poti poteka s pomočjo encimov vrsta kemijskih reakcij, katerih rezultat so številne skupine 
fenolnih spojin, med katerimi so najpomembnejše hidroksicimetne kisline, dihidrohalkoni 
flavonoli, flavanoli in antociani (Treutter, 2001). Biosinteza antocianov je genetsko 
kontrolirana s pomočjo strukturnih oziroma biosinteznih genov na eni ter regulatornih 
genov oziroma transkripcijskih faktorjev na drugi strani. Pri jablani je precej bolj raziskana 
prva skupina genov, ki kodira encime, ki so potrebni za sintezo antocianov (Telias in sod., 
2011). Med regulatornimi geni je najpomembnejši MdMYB10, ki regulira izražanje 
mnogih encimov fenilpropanoidne poti (Takos in sod., 2006), medtem ko sta MdbHLH3 in 
MdbHLH33 s sintezo antocianov manj povezana (Telias, 2009). Tekom razvoja plodov naj 
bi bila s koncentracijo antocianov povezana predvsem raven prepisa genov encimov 
halkon sintaze (CHS), flavanon 3-hidroksilaze (FHT), dihidroflavonol reduktaze (DFR), 
antocian sintaze (ANS) in glikozil transfereze (GT) (Honda in sod., 2002; Takos in sod., 
2006; Espley in sod., 2007). Ostali encimi, ki prav tako sodelujejo pri sintezi antocianov, 
so: fenilalanin amonijak-liaza (PAL), halkon izomeraza (CHI) in flavonol sintaza (FLS). 
Vpliv pomembnosti delovanja posameznih encimov še vedno ni točno pojasnjen, niti ni 
znano, kateri del fenilpropanoidne poti je za sintezo antocianov ključnega pomena (Ju in 
sod., 1995b; Lancaster, 1992). 

PAL je encim, ki katalizira prvo reakcijo fenilpropanoidne poti, deaminacijo L-fenilalanina 
do transcimetne kisline in amoniaka ter povezuje primarni in sekundarni metabolizem 
rastlin (Lister in sod., 1996). Njegova aktivnost je največja v mladih plodičih, močno pade 
med rastjo plodičev in pri sortah, ki akumulirajo antociane, ponovno naraste med 
dozorevanjem plodov (Macheix in sod., 1990; Lister in Lancaster, 1996). Čeprav naj bila 
sinteza antocianov povezana s povečanjem aktivnosti encima PAL, pa je na voljo več 
raziskav, kjer so avtorji zabeležili njegovo aktivnost, akumulacije antocianov pa ni bilo 
(Lister in sod., 1996). Aktivnost PAL-a naj bi bila po mnenju Ju in sodelavcev (1995a) za 
sintezo antocianov ključna le v primeru, če med razvojem plodov primanjkuje substratov 
ali prekurzorjev, ki so potrebni za akumulacijo antocianov.  

Halkon sintaza (CHS) je prvi encim v fenilpropanoidni poti, ki omogoča nastanek fenolnih 
spojin s petnajstimi ogljikovimi atomi, kamor uvrščamo tudi flavonoide. V številnih 
rastlinah naj bi bila njena aktivnost povezana s sintezo antocianov, pri jablanah pa je 
delovanje tega encima slabo raziskano (Ju in sod., 1995b). Slednji poročajo, da CHS ni 
imela regulatorne vloge oziroma njena aktivnost ni bila omejujoč dejavnik pri sintezi 
antocianov v jabolkih. Do podobnih zaključkov pa so prišli tudi Lister in sod. (1996) pri 
spremljanju aktivnosti halkon izomeraze (CHI).  

Pomen aktivnosti flavanon-3-hidroksilaze (FHT), ki katalizira pretvorbo flavanonov 
(narigenina in eriodiktiola) v dihidroflavonole (dihidrokampferol in dihidrokvercetin) in 
flavonol sintaze (FLS), ki omogoča pretvorbo dihidrokvercetina v kvercetin (Slika 1), je 
slabo raziskan. Aktivnost FHT in FLS je bila spremljana predvsem v jablaninih listih v 
povezavi s proučevanjem vpliva tretiranja s proheksadion kalcijem na ta dva encima, 
katerih aktivnost Pro-Ca zavira (Halbwirth in sod., 2003). 
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Slika 1. Poenostavljeno prikazana biosintetska pot fenolnih snovi z najpomemnbenjšimi intermediati, encimi 
ter končnimi produkti pri jablani in vpliv tretiranja s proheksadion kalcijem. PAL, fenilalanin amonijak-liaza, 
CHS, halkon sintaza, CHI, halkon flavonon izomeraza, DFR, dihidroflavonol-4-reduktaza, FHT, flavanon-3-
hidroksilaza, FLS, flavonol sintaza, GT, glikozil transferaza, LAR, leukocianidin reduktaza, ANS, 
antocianidin sintaza. 
Figure 1: Simply presented flavanoid biosynthesis pathway and the influence of Pro-Ca treatment in an apple 
with the most important intermediates, enzymes and endproducts. PAL, phenylalanine ammonia lyase; CHS, 
chalcone isomerase; CHI, chalcone syntase; DFR, dihydroflavonol 4-reductase; FHT, flavanon 3-
hydroxylase; FLS, flavonol synthase; LAR, leucoanthocyanidin reductase; GT, glucosyl transferase; ANS, 
anthocyanidin synthase. 
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Dihidroflavonol reduktaza (DFR) katalizira pretvorbo dihidrokvercetina v levkocianidin, ki 
predstavlja prekurzor za antocianidine in flavanole (katehin, epikatehin in procianidine). 
Med drugim ima DFR v listih jablane sposobnost katalizirati ključno reakcijo, ki pripelje 
do nastanka 3-deoksiflavonoidov (Fisher in sod., 2003). Aktivnost DFR se z dozorevanjem 
jabolk povečuje (Treutter, 2001), pomen njegove aktivnosti v povezavi s sintezo 
antocianov pa je prav tako slabo raziskan. 

Antocianidin sintaza (ANS) katalizira pretvorbo leukocianidina (flavan-3, 4-ol) v cianidin, 
ki se nato pretvori v stabilnejšo obliko antocianin. ANS prav tako spada med 
deoksigenaze, katerih aktivnost v jablaninih listih tretiranje s Pro-Ca zmanjšuje (Halbwirth 
in sod., 2006).  

Zadnji v vrsti ter eden od najpogosteje proučevanih in najpomembnejših encimov za 
sintezo antocianov pa je glikozil transferaza (GT) oziroma galaktozil transferaza (GalT), ki 
katalizira transformacijo nestabilnega cianidina v stabilni antocianin (Ju in sod., 1995a). 
Avtorji v svoji raziskavi predpostavljajo, da je pomen njegove aktivnosti za sintezo 
antocianov odvisen predvsem od količine razpoložljivega cianidina. V njihovi študiji je 
bila aktivnost GalT pozitivno povezana z akumulacijo antocianov, a le v obdobju 
dozorevanja plodov, zato sklepajo, da je njegova regulatorna vloga odvisna tudi od 
razvojnega stadija plodov. Ključni korak v biosintezi antocianov tako po njihovem mnenju 
predstavlja pretvorba dihidrokvercetina v levkocianidin oziroma cianidin. Podobnega 
mnenja so tudi Lister in sod. (1996), ki dodajajo, da je aktivnost encimov PAL, CHI in GT 
sicer potrebna za sintezo antocianov, vendar še ne zagotavlja, da bo ta res potekala. Hkrati 
domnevajo, da bi lahko pri sintezi flavonoidov pomembno vlogo imeli tudi izoencimi, ki 
so natančneje proučeni in poznani predvsem za PAL encim. 

Akumulacija antocianov oziroma razvoj rdeče obarvanosti jabolk je odvisna od različnih 
dejavnikov, med katerimi je najbolj ključen svetloba oziroma delež osvetlitve (Saure, 
1990). Njen pomen so v svoji študiji lepo ovrednotili Ju in sod. (1995a), ki so ugotovili, da 
je odstranitev vrečk z jabolk nekaj tednov pred njihovim obiranjem močno spodbudila 
sintezo flavonoidov, med katerimi pa so le antociani dosegli nivo, ki so ga imela jabolka, 
ki z vrečkami niso bila pokrita. Ostali pomembni dejavniki so še podlaga drevesa (Saure, 
1990), temperatura (Arakawa, 1991), genetska struktura sorte (Treutter, 2001), razvojni 
stadij tkiva oziroma celic (Ju in sod., 1995a), izločanje etilena (Whale in Singh, 2007) in 
abscizinske kisline (Kondo in sod., 1991), mineralna prehrana rastlin oziroma 
razpoložljivost in dostopnost hranil (Awad in Jager, 2002a), razpoložljivosti ogljikovih 
hidratov v povezavi z obloženostjo dreves (Treutter, 2001) ter uporaba različnih 
agrotehničnih ukrepov (Whale in sod., 2008). Koncentracija antocianov v kožici jabolk 
kaže tekom razvoja plodov dva vrhova; prvi se pojavi med celično delitvijo v mladih 
nerazvitih plodičih (Mata in sod., 2006), drugi pa med pospešenim dozorevanjem jabolk, 
še posebno v zadnjem mesecu pred tehnološko zrelostjo oziroma obiranjem plodov (Lister 
in sod., 1994). 

Najučinkovitejši agrotehnični ukrepi, ki jih raziskovalci navajajo kot zelo uspešne pri 
doseganju boljše obarvanosti plodov so: uporaba odbojnih folij (Jakopič in sod., 2010, 
Blanke, 2008), nadzorovano gnojenje z dušikom (Treutter, 2001), poškodovanje dreves 
(Chalmers in Faragher, 1977), prekrivanje plodov s papirnatimi vrečkami (Hudina in 
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Štampar, 2011), namakanje (Iglesias in sod., 2002) in uporaba različnih kemičnih 
pripravkov (Whale in sod., 2008). 

Pri sortah, kjer prevladuje rdeča krovna barva kožice, je zaželeno, da ta pokriva čim večjo 
površino plodov. Večji delež rdeče krovne barve pri jabolkih so nekateri raziskovalci 
poskušali doseči s foliarno uporabo gnojil na osnovi kalcija in fosforja (senifos, Phostrade 
Ca,...). Senifos; zmes fosforja in kalcija, ki se najpogosteje uporablja v koncentraciji: 310 
g/L P2O5; 40 g/L kalcija, se je uporabil za doseganje boljše obarvanosti že v več študijah, 
vendar pa njegov princip delovanja še vedno ni poznan (Li in sod., 2002). Kot najbolj 
verjeten mehanizem delovanja se omenja hipoteza, da naj bi na izboljšano obarvanost in 
kakovost plodov vplival preko spremenjene mineralne sestave jabolk, predvsem večjega 
deleža kalcijevih ionov (Larrigaudiere in sod., 1996). Njegov učinek je primerljiv z 
etefonom (2-kloroetil fosforna kislina). Slednji se v največji meri uporablja za 
pospeševanje dozorevanja plodov mnogih sadnih vrst, pogosto pa je bil uporabljen tudi v 
poskusih z namenom spodbuditve tvorbe antocianov in doseganja boljše obarvanosti jabolk 
(Gómez-Cordovés in sod., 1996; Larrigaudiere in sod., 1996; Awad in Jager, 2002b; Li in 
sod., 2002). Prednost senifosa v primerjavi z etefonom naj bi bila tudi, da prvi ne vpliva na 
poslabšanje skladiščnih sposobnosti plodov (Larrigaudiere in sod., 1996).  

Med ostalimi pripravki za katere avtorji navajajo, da so prav tako vplivali na sintezo barve, 
najdemo: aminoetoksivinglicin (AVG), različne gibereline (GA4+7, GA3), sintetični avksin 
2,4- diklorofenoksipropionsko kislino (2,4-DP), daminozid (Alar), cikocel (CCC), 
raztopino glukoze in galaktoze, pripravka vitamina E (25 % alfa-tokoferol) in uporabo 
šikiminske kisline (Wang in Dilley, 2001; Awad in Jager, 2002b, Stover in sod., 2003; 
Whale in sod., 2007). 

Pri nekaterih sortah jabolk, kot je na primer 'Granny Smith', pa prisotnost rdeče krovne 
barve ni zaželena, zato bi bilo koristno poznati mehanizem, s katerim bi se nezaželeni rdeči 
obarvanosti lahko izognili. Ker je aktivnost encimov tudi eden od pomembnih dejavnikov, 
ki vpliva na sintezo antocianov, bi z blokado aktivnosti določenih encimov potencialno 
lahko uravnavali sintezno pot antocianov in ostalih fenolnih spojin ter s tem vplivali na 
barvo plodov. Ena od spojin, ki dokazano regulira biosintezno pot fenolnih spojin, je tudi 
proheksadion kalcij (Pro-Ca). Slednji se v prvi vrsti uporablja kot retardant z namenom 
zmanjšati rast vegetativnih poganjkov (Rademacher in Kober, 2003). Med drugimi pa 
raziskovalci poročajo tudi, da je Pro-Ca vplival na manjše pojavljanje nekaterih 
škodljivcev (Krawczyk in Greene, 2002), škrlupa (Bazzi in sod., 2003), hruševega ožiga 
(Spinelli in sod., 2005) ter nekaterih ostalih bakterijskih in glivičnih bolezni (Rademacher 
in Kober, 2003).  

Pro-Ca je strukturno zelo podoben 2-oksoglutaratu, s čimer zmanjšuje delovanje 2-
oksoglutarat odvisnih deoksigenaz (2-OODs); flavanon 3 hidroksilaze (FHT), flavonol 
sintaze (FLS) ter antocianidin sintaze (ANS). S tem uravnava biosintezno pot fenolnih 
spojin in povzroči značilne spremembe v fenolnem profilu jabolk (Halbwirth in sod., 2003; 
Halbwirth in sod., 2006; Fisher in sod., 2006). V jablaninih listih naj bi povzročil 
predvsem manjšo vsebnost flavonolov (Roemmelt in sod. 2003a; Mikulič-Petkovšek in 
sod., 2009). Na drugi strani pa blokada omenjenih encimov in zmanjšana sinteza nekaterih 
flavonoidov lahko povzroči kopičenje nekaterih ostalih fenolnih spojin oziroma 
intermediatov fenilpropanoidne poti. Za liste jablane avtorji poročajo predvsem o povečani 



Bizjak J. Regulacija biosintezne poti … jabolk (Malus domestica Borkh.) med dozorevanjem.                6 
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2014 

vsebnosti hidroksicimetnih kislin (Roemmelt in sod., 2003a; Mikulič Petkovšek in sod., 
2009). S toksikološkega oziroma ekotoksikološkega vidika je uporaba Pro-Ca zelo 
sprejemljiva, saj se spojina po uporabi relativno hitro razgradi in se ne kopiči v tretiranih 
rastlinah (Rademacher in Kober, 2003). Učinek njegovega delovanja je bil v listih viden le 
10 dni (Fischer in sod., 2006), v tkivih ostalih rastlin pa je trajal do 15 dni po tretiranju 
(Halbwirth in sod., 2003). Tretiranje s Pro-Ca pa poleg kopičenja oziroma zmanjšanja 
nekaterih fenolnih spojin na drugi strani privede tudi do nastanka novih flavonoidov, 3-
deoksiflavonoidov (Roemmelt in sod., 2003a; Halbwirth in sod., 2006; Fisher in sod., 
2006). Med njimi se v jablaninih listih po tretiranju s Pro-Ca najpogosteje pojavijo 
eriodiktiol 7-glukozid, 6´´-O-trans-p-kumaroileriodiktiol 3´-glukozid, luteoforol in 
luteoliflavan (Slika 1), ki drugače niso prisotni (Roemmelt in sod., 2003a).  
 
Ker je bil vpliv tretiranja s Pro-Ca proučevan predvsem v jablaninih listih in v plodovih ni 
bilo narejenih še skoraj nobenih raziskav, ni znano, če je mehanizem delovanja Pro-Ca in 
njegov učinek na biosintezno pot fenolnih snovi v plodovih enak kot v listih. Kot je že bilo 
omenjeno, se Pro-Ca v nasadih jablan v prvi vrsti uporablja predvsem za umirjanje rasti 
vegetativnih poganjkov. Za ta namen tretiranje s Pro-Ca poteka v spomladanskem času na 
začetku rastne sezone, medtem ko o učinku tretiranja v jesenskem času ni na voljo nobenih 
podatkov. Tako Mata in sod. (2006) ter Medjoub in sod. (2005) pri jabolkih sorte ´Fuji´, ki 
so bila tekom razvoja plodov dvakrat tetirana s Pro-Ca, za tretirana jabolka poročajo o 
večjem deležu rdeče krovne barve in večji tvorbi antocianov v primerjavi z netretiranimi 
jabolki. Razlog za pozitiven učinek Pro-Ca na obarvanost so bili verjetno krajši poganjki z 
manjšimi listi, ki so omogočili prodor večje količine svetlobe do plodov in s tem povzročili 
večjo tvorbo antocianov oziroma boljšo obarvanost plodov. Kakorkoli, s pomočjo tretiranja 
s Pro-Ca v jesenskem času in blokade encimske aktivnosti določenih deoksigenaz, bi 
potencialno lahko uravnavali sintezno pot antocianov, flavonolov in nekaterih ostalih 
fenolnih spojin ter s tem zmanjšali oziroma preprečili tvorbo rdeče obarvanosti kožice 
jabolk, kar bi bilo koristno in zanimivo predvsem pri nekaterih sortah jabolk kot je na 
primer 'Granny Smith', kjer prisotnost rdeče krovne barve ni zaželena. 

S pomočjo uporabe kemičnega pripravka, ki naj bi rdečo obarvanost kožice jabolk povečal 
(Phostrade Ca) in pripravka, ki bi jo potencialno lahko zmanjšal (proheksadion kalcij), smo 
v treh ločenih poskusih v treh rastnih sezonah želeli natančneje proučiti spremembe, ki se v 
fenilpropanoidni poti v kožici jabolk dogajajo v zadnjem stadiju dozorevanja plodov ter 
hkrati ugotoviti, ali lahko z njuno uporabo v jesenskem času vplivamo na razvoj rdeče 
krovne barve pri jabolkih. Vsi trije poskusi so bili opravljeni na jablanah sorte 'Braeburn', 
saj se je slednja že v prvem poskusu izkazala kot zelo primerna za raziskovanje in 
vrednotenje sprememb v obarvanosti kožice plodov. Z analizo encimatske aktivnosti smo 
želeli ovrednotiti tudi pomen encimov pri razvoju barve pri jabolkih ter ugotoviti, ali bi ti 
lahko bili ključni mehanizem, preko katerega pripravek na obarvanost vpliva. 
 
Poskus 1: Vpliv tretiranja z rastnim regulatorjem proheksadion kalcijem na vsebnost 
fenolnih spojin in obarvanost jabolk med dozorevanjem plodov 

V poskus je bila vključena sorta 'Braeburn'. V analizo vsebnosti fenolov in delovanja 
encimov sta bili vključeni kožica in pulpa plodov. Poskus se je izvajal na lokaciji 
Sadjarskega centra Maribor (Gačnik). Cilj poskusa je bil ugotoviti, kako jesensko tretiranje 
s proheksadion kalcijem vpliva na vsebnost fenolnih spojin v jabolkih in posledično na 
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obarvanost plodov. Prav tako smo s spremljanjem aktivnosti encimov želeli ugotoviti, 
kakšen je encimatski odziv fenilpropanoidne poti po tretiranju in na aktivnost katerih 
encimov tretiranje vpliva. 

Poskus 2: Vpliv proheksadion kalcija na razvoj barve in vsebnost fenolnih spojin v 
jabolkih med dozorevanjem ter zunanje in notranje kakovostne parametre jabolk med 
skladiščenjem 

V prvem poskusu smo ugotovili, da je Pro-Ca vplival na zmanjšano sintezo nekaterih 
flavonolov in antocianov ter posledično tudi na slabšo obarvanost plodov. Vendar pa je bil 
njegov učinek delovanja kratkotrajen, saj smo vpliv tretiranja zabeležili le v obdobju prvih 
petnajstih dni od samega škropljenja, medtem ko ga kasneje in ob sami tehnološki zrelosti 
plodov nismo več zaznali. Zato smo s sledečim poskusom želeli ugotoviti, kakšen bo vpliv 
tretiranja, če odmerek razdelimo na dva odmerka, med katerima naredimo 14-dnevni 
presledek. Prav tako smo tudi v tem poskusu proučevali encimatski odziv fenilpropanoidne 
poti po tretiranju s Pro-Ca, opravili pa smo tudi analizo ekspresije genov najpomembnejših 
encimov. Ob tehnološki zrelosti plodov smo del jabolk vključenih v poskus obrali in jih 
dva meseca skladiščili v hladilnici, s čimer smo želeli ugotoviti, če oziroma kako uporaba 
proheksadion kalcija med zorenjem jabolk vpliva na vsebnost primarnih in sekundarnih 
metabolitov in skladiščno sposobnost plodov. 

Poskus 3: Vpliv jesenske uporabe Phostrade Ca na razvoj barve in vsebnost fenolnih spojin 
v jabolkih med dozorevanjem 

V sledeči poskus smo vključili foliarno gnojilo na osnovi fosforja in kalcija (Phostrade Ca) 
ter ugotavljali, ali z njegovo uporabo med dozorevanjem plodov lahko pripomoremo k 
boljši obarvanosti jabolk. Prav tako smo tudi v tem poskusu proučevali encimatski odziv 
fenilpropanoidne poti po tretiranju z omenjenim pripravkom. Z analizo sladkorjev v 
plodovih in koncentracije fosforja in kalcija v listih pa smo želeli tudi ovrednotiti 
potencialno možne mehanizme delovanja samega pripravka. 

Barvo plodov smo v vseh treh poskusih merili s pomočjo kolorimetra Minolta CR-200 b, 
ki smo ga pod pravim kotom prislonili na vedno isto mesto soncu izpostavljenemu delu 
ploda in odčitali vrednost parametrov L*, a*, b*, in h. Spremembe v obarvanosti smo 
opisali s pomočjo barvnega sistema L* a* b* (CIELab), kjer je barvni prostor definiran s 
svetlostjo L* in barvnima koordinatama a* in b*. 

Postavili smo naslednje hipoteze: 
 
 jesensko tretiranje s Pro-Ca med zorenjem jabolk preko regulacije fenilpropanoidne 

poti vpliva na zmanjšano sintezo antocianov in flavonolov ter posledično zmanjša 
delež in intenziteto rdeče krovne barve kožice plodov; 

 učinek delovanja Pro-Ca je v kožici jabolk podoben, kot je že bil ugotovljen in 
dokumentiran v jablaninih listih; 

 trajanje učinka oz. delovanja Pro-Ca na biosintezno pot fenolnih snovi v kožici jabolk 
je podoben trajanju delovanja, ki je že bil dokumentiran v jablaninih listih. 

 v kožici jabolk aktivnost encimov PAL, CHS/CHI, FHT, FLS in DFR ni ključnega 
pomena za sintezo antocianov; 
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 jesenska uporaba pripravkov na osnovi fosforja in kalcija poveča sintezo antocianov in 
flavonolov ter posledično poveča delež krovne rdeče barve kožice plodov. 
 

Rezultati analize sekundarnih metabolitov-fenolov in z njimi povezane encimatske 
aktivnosti in ekspresije genov bodo prispevali dodatne informacije o sintezni poti fenolnih 
spojin, ki bodo koristile nadaljnjim raziskavam s področja dinamike razvoja barve plodov. 
Razumevanje procesov fenilpropanoidne poti, pomena aktivnosti encimov in njihove vloge 
pri nastajanju intermediatov je ključnega pomena za možnost njihovega uravnavanja. 
Informacije o učinkovanju preučevanih kemičnih pripravkov pa bodo pridelovalcem jabolk 
lahko v veliko pomoč v prizadevanjih za doseganje boljše obarvanosti jabolk oziroma 
potencialno možni izognitvi rdeči obarvanosti plodov pri sortah, kjer ta ni zaželena. 
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2 ZNANSTVENA DELA 
 
2.1 POZNA UPORABA PROHEKSADION KALCIJA VPLIVA NA VSEBNOST 

FENOLNIH SPOJIN IN ZMANJŠA VSEBNOST ANTOCIANOV V JABOLKIH 
SORTE 'BRAEBURN' MED DOZOREVANJEM 

 
BIZJAK Jan, JAKOPIČ Jerneja, SLATNAR Ana, ŠTAMPAR Franci, STICH Karl, 
HALBWIRTH Heidi, ZADRAVEC Peter, VEBERIČ Robert 
Late Prohexadione-Calcium application on maturing apple cv. 'Braeburn' fruit reduces 
anthocyanins and alters the phenolic content  European Journal of Horticultural Science, 
2012, 77 (4) S. 154-162 
Prejeto: 19.9.2011, sprejeto: 19.3.2012 
 
V poskusu smo raziskovali vpliv jesenske uporabe pripravka na osnovi rastnega regulatorja 
proheksadion kalcija (Pro-Ca) na metabolizem fenolnih spojin in razvoj barve pri jabolkih 
sorte 'Braeburn' med njihovim dozorevanjem. Jablane smo poškropili 3 tedne pred 
tehnološko zrelostjo plodov ter nato v šestih terminih vzorčenja mesa in kožice ugotavljali 
spremembe v vsebnosti hidroksicimetnih kislin, dihidrohalkonov, flavanolov, flavonolov 
in antocianov. V kožici plodov smo dodatno analizirali tudi aktivnost encimov FHT, FLS, 
CHS in DFR, s čimer smo želeli dobiti jasnejšo sliko o poteku fenilpropanoidne poti in 
ugotoviti ali je učinek in mehanizem delovanja Pro-Ca v kožici jabolk podoben tistemu, ki 
je že bil ugotovljen v jablaninih listih. Vpliv Pro-Ca na obarvanost kožice jabolk smo 
dodatno ovrednotili s pomočjo beleženja barvnih parametrov a*, hº in L* ter sistema CIE 
L*a*b*. Pro-Ca je povzročil manjšo intenziteto in manjši delež rdeče krovne barve kožice 
in zmanjšal aktivnost encimov FHT in FLS, vendar pa je bil učinek le prehodnega značaja 
in je trajal manj kot 20 dni. Pri tretiranih jabolkih smo v kožici zabeležili značilno manjše 
vsebnosti dihidrohalkonov, flavonolov in antocianov, medtem je bila vsebnost skupnih 
fenolov in hidroksicimetnih kislin v tretiranih jabolkih v primerjavi z netretiranimi, 
značilno večja. V mesu plodov smo v skoraj vseh terminih vzorčenja v tretiranih jabolkih 
zabeležili večje vsebnosti večine fenolnih spojin kot v kontrolnih jabolkih. Rezultati 
poskusa so pokazali, da je Pro-Ca v kožici in mesu jabolk reguliral sintezno pot fenolnih 
spojin na podoben način kot je že bilo ugotovljeno za liste, ter da do neke mere ima 
potencial, da zmanjša rdečo obarvanost kožice, kar bi lahko bilo koristno pri zelenih sortah 
jabolk, kjer ta ni zaželena. 
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2.2 VPLIV PHOSTRADE CA NA VSEBNOST ANTOCIANOV IN RAZVOJ BARVE 
JABOLK SORTE 'BRAEBURN' (Malus domestica Borkh.)  

 

BIZJAK Jan, WEBER Nika, MIKULIČ-PETKOVŠEK Maja, SLATNAR Ana, 
ŠTAMPAR Franci, ALAM Zobayer, STICH Karl, HALBWIRTH Heidi, VEBERIČ 
Robert 
Influence of Phostrade Ca on color development and anthocyanin content of 'Braeburn' 
apple (Malus domestica Borkh.) 
HortScience, 2013, 48: 193-199. 
Prejeto: 8. 11. 2012, sprejeto: 19. 12. 2012 
 
V raziskavi smo želeli raziskati vpliv foliarne uporabe Phostrade Ca (Pho Ca) na vsebnost 
primarnih in sekundarnih metabolitov jabolk sorte 'Braeburn' in ugotoviti, ali pripravek na 
osnovi fosforja lahko poveča sintezo antocianov in flavonolov ter posledično izboljša 
rdečo obarvanost jabolk med njihovim dozorevanjem. Pho Ca smo v koncentraciji 0,5 % 
prvič aplicirali pet tednov pred tehnološko zrelostjo plodov ter nato tedensko vzorčili 
jabolka za analizo vsebnosti hidroksicimetnih kislin, dihidrohalkonov, flavanolov, 
flavonolov in antocianov. Drugo škropljenje smo v enakem odmerku opravili 14 dni 
kasneje. Ob vsakem vzorčenju smo beležili tudi meritve parametrov a*, hº in L* ter s 
pomočjo sistema CIE L*a*b* dodatno opisali spremembe obarvanosti plodov. Da bi 
ugotovili mehanizem delovanja samega pripravka, smo spremljali in analizirali tudi 
spremembe v aktivnosti encimov PAL, CHS, FHT, FLS in DFR, vsebnostih posameznih in 
skupnih sladkorjev v plodovih ter spremembe v vsebnostih fosforja in kalcija v listih. 
Parametri obarvanosti so pokazali značilno razliko v intenziteti in deležu rdeče krovne 
barve med tretiranimi in netretiranimi jabolki. Tretiranje s Pho Ca se je odrazilo v značilno 
večjih vsebnostih posameznih in skupnih sladkorjev, flavonolov in antocianov v kožici ter 
značilno večjo vsebnost fosforja v listih. Pho Ca je značilno povečal DFR in rahlo FHT 
aktivnost, medtem ko ni vplival na aktivnost PAL in CHS. Prav tako uporaba Pho Ca ni 
vplivala na vsebnost skupnih fenolov, hidroksicimetnih kislin, dihidrohalkonov in 
flavanolov. Rezultati poskusa so pokazali, da dvakratna jesenska uporaba Phostrade Ca 
približno pet oziroma tri tedne pred tehnološko zrelostjo plodov lahko občutno poveča 
sintezo antocianov in flavonolov, s čimer veliko pripomore k lepši obarvanosti in večjemu 
deležu rdeče krovne barve jabolk sorte 'Braeburn' ob njihovem obiranju. 
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2.3 EKSPRESIJA GENOV IN SPREMEMBE V VSEBNOSTI ANTOCIANOV TER 
POLIFENOLOV V KOŽICI JABOLK SORTE 'BRAEBURN' PO JESENSKI 
UPORABI PROHEKSADION KALCIJA 

 
BIZJAK Jan, WEBER Nika, MIKULIČ-PETKOVŠEK Maja, ALAM Zobayer, THILL 
Jana, STICH Karl, HALBWIRTH Heidi, VEBERIČ Robert 
Polyphenol gene expression and changes in anthocyanins and polyphenols in the skin of 
'Braeburn' apples after the autumn application of prohexadione-calcium 
Plant Growth Regulation, 2013, 71: 225–233 
Prejeto: 20.2.2013, sprejeto: 7.5.2013 
 
V prvem poskusu smo ugotovili, da jesensko tretiranje jablan s proheksadion kalcijem 
(Pro-Ca) začasno zmanjša aktivnost deoksigenaz FHT in FLS s čimer povzroči značilne 
spremembe v metabolizmu fenolnih spojin v jabolkih ter zmanjša obarvanost plodov. S 
sledečo študijo smo želeli ugotoviti, ali je, če polni odmerek Pro-Ca razdelimo na dve 
škropljenji, učinek na sintezno pot fenolnih spojin enak, kot smo ga ugotovili ob uporabi 
enkratnega odmerka. Poleg analiz sprememb v vsebnosti hidroksicimetnih kislin, 
dihidrohalkonov, flavonolov, flavanolov in antocianov, smo v kožici plodov v zadnjih 
petih tednih dozorevanja jabolk spremljali tudi aktivnost encimov PAL, CHS, FHT in DFR 
ter ekspresijo genov antocianidin sintaze (ANS), antocianidin reduktaze (ANR), flavonoid 
3-O-glikoziltransferaze (FGT) in MYB10. Tudi pri tem poskusu smo tedensko spremljali 
parametre obarvanosti a*, hº in L*, ob obiranju pa smo del jabolk za dva meseca postavili 
v hladilnico in v mesečnem intervalu ugotavljali spremembe v vsebnosti glavnih skupin 
fenolnih spojin. Podobno kot v prejšnjem so tudi v tem poskusu parametri obarvanosti 
pokazali na začasen vpliv Pro-Ca na zmanjšanje intenzitete rdeče obarvanosti kožice 
jabolk, ki pa je izzvenel do tehnološke zrelosti plodov. V kožici tretiranih jabolk smo v 
primerjavi z netretiranimi zabeležili značilno večje vsebnosti hidroksicimetnih kislin, 
dihidrohalkonov, flavanolov in manjše vsebnosti antocianov. Tretiranje s Pro-Ca je rahlo 
zmanjšalo aktivnost vseh analiziranih encimov ter zmanjšalo ekspresijo (ANS), (ANR), 
(FGT) in transkripcijskega faktorja MYB10. Rezultati poskusa so pokazali, da je bil učinek 
jesenskega tretiranja jablan s Pro-Ca v dveh polovičnih odmerkih v nekaterih aspektih 
različen od učinka, ki smo ga ugotovili v poskusu, kjer smo jablane s Pro-Ca poškropili v 
enkratnem polnem odmerku. Vendar pa so bile tudi v tem poskusu spremembe 
kratkotrajnega značaja in so v celoti izzvenele do tehnološke zrelosti plodov. 
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2.4 SPREMEMBE PRIMARNIH METABOLITOV IN POLIFENOLOV V KOŽICI 
JABOLK SORTE 'BRAEBURN'(Malus domestica Borkh.) MED 
DOZOREVANJEM 

 
BIZJAK Jan, MIKULIČ-PETKOVŠEK Maja, ŠTAMPAR Franci, VEBERIČ Robert 
The changes in primary metabolites and polyphenols in the peel of ‘Braeburn’ apples 
(Malus Domestica Borkh.) during the advanced maturation  
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2013; 61, 10283-10292 
Prejeto: 11.7.2013, sprejeto: 9.10.2013 
 
Na dveh različnih lokacijah smo v dveh ločenih sezonah ugotavljali, kako se v kožici 
jabolk sorte 'Braeburn' med njihovim dozorevanjem spreminjajo vsebnosti primarnih in 
sekundarnih metabolitov in kako se spreminjajo nekateri ostali parametri kakovosti plodov. 
Spremembe v trdoti, suhi snovi, masi plodov, vsebnosti sladkorjev, organskih kislin ter 
fenolnih spojin iz razredov hidroksicimetnih kislin, dihidrohalkonov, flavonolov, 
flavanolov in antocianov smo v kožici jabolk spremljali tedensko, in sicer v zadnjih petih 
tednih njihovega dozorevanja pa vse do obiranja plodov v njihovi tehnološki zrelosti. S 
pomočjo beleženja in analize sprememb smo želeli pridobiti sliko razvoja oziroma gibanja 
primarnih in sekundarnih metabolitov ter ugotoviti, kdaj točno se v kožici jabolk pojavijo 
največje vsebnosti primarnih in sekundarnih metabolitov in kakšno je razmerje med njimi. 
Med posameznimi sladkorji je bila saharoza edina, katere vsebnost se je med pettedenskim 
zorenjem jabolk značilno povečala v obeh rastnih sezonah, medtem ko sta se vsebnosti 
fruktoze in glukoze v enem letu zelo malo spreminjali, v drugem pa zmanjšali. V skladu z 
našimi pričakovanji, se je vsebnost jabolčne in citronske kisline z zorenjem zmanjševala. 
Vsebnosti hidroksicimetnih kislin, dihidrohalkonov in flavanolov se v kožici jabolk v 
zadnjih petih tednih zorenja niso kaj dosti spreminjale, v primerjavi s prvim terminom 
vzorčenja, pa so se nekoliko zmanjšale. Se je pa v zadnjih petih tednih zorenja jabolk 
pojavila akumulacija kvercetin glikozidov in antocianov, ki je bila intenzivnejša približno 
tri tedne pred tehnološko zrelostjo plodov. Vsebnost skupnih fenolov se v obeh letih med 
zorenjem ni kaj dosti spreminjala. Na podlagi rezultatov naše študije priporočamo, da se 
poletna rez, uporaba odsevnih folij, foliarna uporaba različnih elementov oziroma 
pripravkov ter podobni ukrepi, ki so namenjeni izboljšanju kvalitete in obarvanosti plodov, 
na jablanah sorte 'Braeburn' izvedejo približno 3-4 tedne pred pričakovano tehnološko 
zrelostjo plodov. 
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3 RAZPRAVA IN SKLEPI 
 
3.1 RAZPRAVA 
 
Jabolka vsebujejo širok spekter fenolnih spojin, med katerimi na obarvanost kožice jabolk 
najbolj vpliva prisotnost antocianov, klorofilov, karotenoidov, flavonolov in 
proantocianidinov. Čeprav je fenilpropanoidna pot fenolnih spojin v jabolkih (Slika 1) 
precej dobro raziskana, še vedno ni točno znano, kateri del poti je ključen za sintezo 
antocianov, ki največ prispevajo k tvorbi rdeče barve plodov. Prav tako še ni pojasnjen 
pomen aktivnosti encimov, ki pri tvorbi barve sodelujejo, oziroma se rezultati raziskav o 
pomembnosti posameznih encimov med avtorji precej razlikujejo.  

Za proheksadion kalcij (Pro-Ca) je že bilo ugotovljeno, da regulira biosintezno pot 
fenolnih spojin in povzroči značilne spremembe v fenolnem profilu, ki so se v jablaninih 
listih odrazile v manjših vsebnostih flavonolov, dihidrohalkonov, flavanolov ter višjih 
vsebnostih hidroksicimetnih kislin (Halbwirth in sod., 2003; Halbwirth in sod., 2006; 
Fisher in sod., 2006; Roemmelt in sod. 2003a,b). Vpliv Pro-Ca pa je bil proučevan samo v 
jablaninih listih, medtem ko o vplivu v kožici plodov ni na voljo nobenih raziskav. Tako 
smo s prvim poskusom želeli izvedeti, ali podobno kot v listih Pro-Ca učinkuje tudi v  
kožici jabolk in, ali bi njegova jesenska uporaba preko modulacije biosintezne poti 
fenolnih spojin lahko zmanjšala sintezo antocianov in s tem delež rdeče krovne barve 
plodov. Približno tri tedne pred tehnološko zrelostjo plodov smo tretirana drevesa jablan 
sorte 'Braeburn' poškropili s pripravkom Regalis (BASF 125 10 W-10 % Pro-Ca, BASF, 
Germany) v koncentraciji 1 g na drevo (2,5 kg ha-1), medtem ko smo kontrolna drevesa 
poškropili z vodo. 

Spremembe v obarvanosti smo dodatno ovrednotili z merjenjem parametrov sistema CIE 
L*a*b*. Vrednost parametra a* se je z zorenjem plodov povečevala, medtem ko se je 
vrednost parametra hº zmanjševala, kar oboje nakazuje povečanje intenzitete rdeče 
obarvanosti plodov (McGuire, 1992). Vendar pa je bilo povečanje parametra a* in 
zmanjšanje parametra hº pri Pro-Ca tretiranih jabolkih precej izrazitejše kot pri 
netretiranih. Parameter hº je izračunan kot tan-1 (b*/ a*) in predstavlja najprimernejši način 
vrednotenja sprememb v obarvanosti plodov (McGuire, 1992). Značilno manjša intenziteta 
rdeče barve kožice jabolk je bila pri tretiranih jabolkih tako vidna že 8 dni po tretiranju in 
se je obdržala vse do tehnološke zrelosti plodov. Vpliv Pro-Ca smo zabeležili tudi pri 
spremljanju parametra L*, ki opisuje svetlost plodov, vendar pa je bil učinek pri tem 
parametru viden šele 19 dni po tretiranju, ko so bila tretirana jabolka značilno svetlejša od 
netretiranih.  

Negativen vpliv Pro-Ca na razvoj rdeče krovne barve je potrdila tudi analiza vsebnosti 
antocianov. V primerjavi z netretiranimi smo značilno manjše vsebnosti antocianov pri 
tretiranih jabolkih zabeležili 5, 12 in 15 dni po tretiranju. Največjo razliko smo zabeležili 
15 dni po tretiranju, ko smo v tretiranih jabolkih izmerili skoraj 50 % manjšo vsebnost 
antocianov v primerjavi s kontrolnimi jabolki. Z razliko od parametrov obarvanosti pa pri 
antocianih razlika v njihovi vsebnosti med tretiranimi in netretiranimi jabolki ob tehnološki 
zrelosti ni bila več statistično značilna. Zmanjšanje sinteze antocianov v tretiranih jabolkih 
je bilo najverjetneje posledica strukturne podobnosti Pro-Ca in 2-oksoglutaratnih kislin, ki 
je povzročila začasno blokado 2-oksoglutarat odvisnih deoksigenaz; flavanon 3-
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didroksilaze (FHT), flavonol sintaze (FLS) in antocianidin sintaze (ANS), ki igrajo ključne 
vloge v sintezi antocianov in ostalih flavonoidov (Halbwirth in sod., 2006). To je potrdila 
tudi analiza encimatske aktivnosti, saj je bila 15 dni po tretiranju aktivnost FHT v tretiranih 
jabolkih za 47 %, in FLS za 32 % manjša kot aktivnost omenjenih encimov v kožici 
netretiranih plodov. Poleg deoksigenaz pa je bila v tretiranih jabolkih v primerjavi s 
kotrolnimi občutno manjša tudi aktivnost DFR, in sicer za 40 %. Ob tehnološki zrelosti 
jabolk sta bili aktivnosti FHT in FLS pri obeh obravnavanjih skoraj popolnoma enaki in 
tudi razlika v vsebnosti antocianov ni bila več prisotna. 

Podobno kot pri antocianih smo negativen vpliv Pro-Ca na sintezo ugotovili tudi pri 
spremljanju in analizi flavonolov. Tudi pri tej skupini flavonoidov smo največjo razliko v 
vsebnosti med tretiranimi in netretiranimi jabolki zabeležili 15 dni po tretiranju, ko je le ta 
znašala skoraj 50 %, medtem ko ob tehnološki zrelosti ni bila več statistično značilna. Tudi 
Roemmelt in sod. (2003a,b) poročajo o zmanjšani sintezi flavonolov v Pro-Ca tretiranih 
jablaninih listih, o podobnih rezultatih pa poročajo tudi Gosch in sod. (2003) v nekaterih 
drugih sadnih vrstah in Schlangen in sod. (2003) v listih vrtnic. 15 dni po tretiranju smo v 
tretiranih jabolkih v primerjavi z netretiranimi zabeležili tudi manjše vsebnosti 
dihidrohalkonov, medtem ko v ostalih terminih značilnih razlik med obravnavanjema 
nismo opazili. Razlika v vsebnosti je bila posledica manjše vsebnosti floridzina, o kateri 
poročata tudi Ruehmann in Treutter (2003), ki sta vpliv tretiranja s Pro-Ca proučevala v 
jablaninih listih. 

Vpliva tretiranja s Pro-Ca pa nismo ugotovili pri spremljanju flavanolov, saj je bila njihova 
vsebnost v kožici v vseh terminih vzorčenja zelo podobna pri obeh obravnavanjih. Naši 
rezultati se pri tej skupini flavonoidov nekoliko razlikujejo od rezultatov Roemmelta in 
sod. (2003a), ki poročajo o manjših vsebnostih oligomernih flavanolov v tretiranih listih 
jablane. 

Poleg začasnega zmanjšanja sinteze antocianov in flavonolov na eni, pa je tretiranje s Pro- 
Ca povzročilo tudi povečano sintezo hidroksicimetnih kislin na drugi strani. Značilno večje 
vsebnosti hidroksicimetnih kislin smo v kožici tretiranih jabolk zabeležili 8 in 19 dni po 
tretiranju, ko je bila njihova vsebnost v primerjavi z netretiranimi jabolki večja za več kot 
20 %. Naši rezultati se skladajo z ugotovitvami Roemmelta in sod. (2003a,b), ki so po 
tretiranju s Pro-Ca prav tako ugotovili povečane vsebnosti hidroksicimetnih kislin, le da so 
oni vpliv tretiranja proučevali v listih. Razlog za povečane vsebnosti hidroksicimetnih 
kislin po tretiranju s Pro-Ca bi lahko iskali v inhibiciji encima FHT, ki zmanjša sintezo 
določenih flavonoidov in njihovih prekurzorjev na eni, in poveča produkcijo cimetnih 
kislin in njihovih prekurzorjev na drugi strani (Roemmelt in sod., 2003a, Fisher in sod., 
2006). Povečane vsebnosti po tretiranju s Pro-Ca so zabeležili tudi Gosch in sod. (2003) v 
listih aktinidije (Actinidia arguta). 

Zmanjšanje aktivnosti encima FHT je v tretiranih jabolkih tako trajalo nekako do 15 dni po 
tretiranju s Pro-Ca, kar lahko razložimo z 10 do 15 dni dolgo dobo razgradnje Pro-Ca in 
njegovim hitrim metabolizmom v rastlinskih tkivih (Halbwirth in sod., 2003). Tako smo v  
kožici jabolk opazili daljše obdobje delovanja, kot je bilo poročano za liste jablane, kjer je 
inhibicija encima trajala le do deset dni po tretiranju (Fischer in sod., 2006).  

V poskusu smo spremljali tudi spremembe vsebnosti fenolnih spojin v mesu plodov, kjer 
smo pri večini skupin fenolnih spojin dobili drugačne rezultate vpliva Pro-Ca kot v kožici 
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jabolk. Spremembe so bile podobne samo v primeru hidroksicimetnih kislin, medtem ko 
smo pri dihidrohalkonih, flavanolih in flavonolih v nekaterih terminih v mesu tretiranih 
jabolk zabeležili večje vsebnosti omenjenih skupin fenolnih spojin kot v mesu kontrolnih 
jabolk. Analize vsebnosti fenolnih spojin v mesu jabolk so nekoliko manj pomembne, saj 
se večina fenolnih spojin v jabolkih nahaja v kožici plodov (Lata, 2009; Mikulic-Petkovsek 
in sod., 2007). 

V raziskavi smo tako ugotovili, da jesensko tretiranje jablan s Pro-Ca prehodno zmanjša 
sintezo antocianov in flavonolov v kožici jabolk, kar se odrazi v manjši intenziteti in 
deležu krovne rdeče barve plodov. Spremembe v fenilpropanoidni poti so bile podobne 
tistim, ki so že bile dokumentirane v listih (Roemmelt in sod., 2003a,b; Ruehmann in 
Treutter, 2003; Fischer in sod., 2006), le da so se v kožici jabolk obdržale nekoliko dlje, a 
vseeno ne do tehnološke zrelosti plodov. 

Ker smo v prvem poskusu (Bizjak in sod., 2012) ugotovili, da je bil učinek Pro-Ca le 
začasen in je trajal le do 15 dni po tretiranju, smo z naslednjim poskusom, ko smo polni 
odmerek Pro-Ca razdelili na dva polovična, želeli ugotoviti, ali bo učinek tretiranja enak, 
kot smo ga zabeležili ob enkratnem tretiranju v polnem odmerku. Želeli smo raziskati tudi 
vpliv tretiranja na ekspresijo nekaterih genov. Tudi v tem poskusu so parametri 
obarvanosti pokazali na negativen vpliv Pro-Ca na razvoj rdeče krovne barve plodov, 
vendar pa je bil ta pri parametrih a* in L* viden le 2 tedna po prvem in en teden po drugem 
tretiranju, medtem ko so bile pri parametru hº značilne razlike med tretiranimi in 
netretiranimi jabolki vidne le en teden po drugem tretiranju. Rezultati se tako nekoliko 
razlikujejo od tistih, ki smo jih zabeležili v prejšnjem poskusu (Bizjak in sod., 2012), ko 
smo razlike v parametrih obarvanosti med tretiranimi in netretiranimi jabolki zabeležili 
tudi ob tehnološki zrelosti plodov. Razlog za to bi lahko bila razdelitev polnega 
priporočenega odmerka (2,5 kg ha-1) na dva polovična odmerka ter hiter metabolizem 
oziroma razgradnja Pro-Ca v tkivih rastlin. Z rezultati parametrov obarvanosti so se lepo 
ujemali rezultati analize vsebnosti antocianov, kjer smo značilno razliko v njihovi 
vsebnosti med obravnavanjema zabeležili le en teden po drugem tretiranju, ko je bila 
vsebnost v kožici tretiranih jabolk (19,48 mg/kg-1 SM) skoraj enkrat manjša kot v kožici 
netretiranih jabolk (38,53 mg/kg-1 SM). Največje vsebnosti skupnih antocianov smo sicer 
zabeležili ob tehnološki zrelosti plodov, ko sta bili vrednosti pri tretiranih jabolkih (57,89 
mg/kg-1 SM) in kontrolnih jabolkih (59,32 mg/kg-1 SM) skoraj enaki. Tudi v prejšnjem 
poskusu (Bizjak in sod., 2012) je bila vsebnost antocianov ob tehnološki zrelosti pri obeh 
obravnavanjih skoraj enaka, tako da se zdi, da ko se Pro-Ca razgradi, jabolka s povečano 
sintezo antocianov nadoknadijo primanjkljaj, ki ga je Pro-Ca povzročil z blokado 
deoksigenaz in modulacijo fenilpropanoidne poti fenolnih spojin. 

V primerjavi s prvim poskusom so rezultati v drugem poskusu odstopali tudi pri nekaterih 
ostalih skupinah fenolnih spojin. Pri analizi hidroksicimetnih kislin smo značilno večje 
vsebnosti v tretiranih jabolkih v primerjavi s kontrolo zabeležili teden po prvem, teden po 
drugem škropljenju ter ob tehnološki zrelosti plodov. Učinek dvakratnega škropljenja s 
Pro-Ca je bil pri hidroksicimetnih kislinah tako podoben tistemu, ki smo ga opazili v 
prejšnjem poskusu, z razliko, da je bila v slednjem poskusu razlika med obravnavanjema 
značilna tudi ob tehnološki zrelosti plodov. So se pa rezultati bolj razlikovali pri 
dihidrohalkonih, kjer smo teden po prvem, dva tedna po drugem pa tudi ob tehnološki 
zrelosti plodov v tretiranih jabolkih izmerili značilno večje vsebnosti dihidrohalkonov kot 
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v kontrolnih plodovih. Do podobnih rezultatov smo prišli tudi pri spremljanju flavanolov, 
vendar pri tej skupini fenolov razlika med obravnavanjema ob tehnološki zrelosti plodov ni 
bila več statistično značilna. Pri analizi flavonolov smo 2 tedna po prvem in en teden po 
drugem škropljenju sicer opazili zmanjšanje njihove vsebnosti v tretiranih jabolkih, a v 
primerjavi s kontrolo razlika ni bila statistično značilna.  

Razlog za večjo vsebnost dihidrohalkonov v tretiranih jabolkih bi lahko bila zmanjšana 
aktivnost encima FHT, ki lahko poveča produkcijo cimetnih kislin in njihovih prekurzorjev 
(Roemmelt in sod., 2003a, Fisher in sod., 2006). Tudi v tem poskusu smo namreč v 
tretiranih jabolkih zabeležili zmanjšanje aktivnosti encima FHT, do katerega je prišlo že 
teden po tretiranju. Razlika v aktivnosti FHT med tretiranimi in kontrolnimi jabolki se je 
tokrat obdržala vse do tehnološke zrelosti plodov, kar nakazuje na to, da aktivnost FHT ni 
ključni encim za sintezo antocianov. Pro-Ca je sicer rahlo zmanjšal aktivnost vseh 
analiziranih encimov, vendar pa pri encimih PAL, CHS/CHI, in DFR med obravnavanjema 
nismo zabeležili značilnih razlik v nobenem terminu vzorčenja. 

Ekspresije genov, ki nastopajo v zadnjih delih fenilpropanoidne poti, smo izrazili kot 
relativno aktivnost v primerjavi z aktivnostjo, izmerjeno ob prvem vzorčenju, ki je tako 
predstavljala 100 %. Tretiranje s Pro-Ca je pripeljalo do zmanjšane ekspresije antocianidin 
sintaze (ANS), antocianidin reduktaze (ANR), flavonoid 3-O-glikoziltransferaze (FGT) in 
transkripcijskega faktorja MYB10. Pri tretiranih jabolkih so bile tako relativno izražene 
ekspresije genov (%) ANS, ANR, FGT in MYB10 v vseh terminih manjše kot v prvem 
terminu, razen pri transkripcijskem faktorju MYB10 smo en teden po drugem tretiranju 
zabeležili povečano transkripcijo. MYB10 je znan kot aktivator akumulacije antocianov 
(Takos in sod., 2006; Espley in sod., 2007), zato bi bila povečana ekspresija gena MYB10 
lahko povezana ali celo razlog za povečano akumulacijo antocianov, ki smo jo pri 
tretiranih jabolkih zabeležili v naslednjem terminu. Zmanjšanje ekspresije večine genov 
smo sicer zabeležili tudi pri kontrolnih jabolkih, vendar pa je bilo le to manj izrazito. 

Z namenom, da bi ugotovili, ali Pro-Ca vpliva na vsebnost fenolnih spojin tudi med 
skladiščenjem plodov, smo spremembe v vsebnosti enakih skupin fenolnih spojin kot že 
med dozorevanjem plodov, v mesečnem intervalu spremljali tudi med njihovim dvo-
mesečnim skladiščenjem. Po dveh mesecih skladiščenja smo pri kontrolnih jabolkih 
ugotovili povečanje vsebnosti hidroksicimetnih kislin, flavanolov in dihidrohalkonov, 
medtem ko se vsebnosti omenjenih skupin fenolnih spojin pri tretiranih jabolkih skorajda 
niso spremenile. Do podobnih rezultatov smo prišli tudi pri merjenju antocianov, katerih 
vsebnost se je pri kontrolnih plodovih po dveh mesecih skladiščenja povečala, medtem ko 
se je pri tretiranih plodovih zmanjšala. Pri slednjih se je zmanjšala tudi vsebnost 
flavonolov, ki se pri netretiranih plodovih po dveh mesecih skladiščenja ni značilno 
spremenila. Na podlagi dobljenih rezultatov lahko domnevamo, da je Pro-Ca negativno 
vplival na vsebnost omenjenih fenolnih spojin. 

Z drugim, nekoliko drugače zastavljenim poskusom smo tako potrdili, da jesenska uporaba 
s Pro-Ca začasno oziroma prehodno zmanjša intenziteto in nastajanje rdeče krovne barve 
plodov ter v kožici jabolk povzroči značilne spremembe v fenilpropanoidni poti fenolnih 
spojin. Spremembe so se tokrat nekoliko razlikovale od tistih, ki smo jih zabeležili v 
prejšnjem poskusu (Bizjak in sod., 2012), ko smo Pro-Ca aplicirali v enkratnem, polnem 
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odmerku. Med samim skladiščenjem plodov pa bi Pro-Ca v jabolkih sorte 'Braeburn' lahko 
imel negativen vpliv na vsebnost določenih skupin fenolnih spojin. 

V splošnem so med potrošniki oziroma kupci jabolk pri nakupu rdečih sort bolj 
priljubljena bolje obarvana jabolka oziroma jabolka z večjo intenziteto in večjim deležem 
rdeče krovne barve. Dobra obarvanost jabolk ni pomembna le zaradi zunanjega izgleda 
sadežev, ampak preko večje vsebnosti antocianov pripomore tudi k večji prehranski 
vrednosti plodov. Eden od ukrepov, ki ga proizvajalci jabolk uporabljajo za doseganje 
boljše obarvanosti plodov, je tudi uporaba različnih kemičnih pripravkov (Whale in sod., 
2008). V naslednjem poskusu smo želeli ugotoviti, ali jesenska uporaba pripravka na 
osnovi fosforja in kalcija (Phostrade Ca) lahko izboljša obarvanost jabolk med njihovim 
dozorevanjem. Hkrati smo z analizo primarnih metabolitov in encimatske aktivnosti želeli 
raziskati nekatere potencialno možne mehanizme delovanja samega pripravka. Phostrade 
Ca smo v 0,5 % koncentraciji aplicirali v dveh odmerkih, in sicer pet oziroma tri tedne 
pred tehnološko zrelostjo plodov. Pho Ca je značilno vplival na vse parametre obarvanosti 
plodov. Med pettedenskim zorenjem jabolk smo pri tretiranih jabolkih izmerili značilno 
večje vrednosti parametra a* ter značilno manjše vrednosti parametrov hº in L*, kar 
nakazuje na večjo intenziteto rdeče krovne barve plodov (McGuire, 1992). Boljšo 
obarvanost tretiranih plodov pa je potrdila tudi analiza antocianov. Vsebnost slednjih je 
bila pri obeh obravnavanjih največja ob tehnološki zrelosti oziroma obiranju plodov, ko je 
pri tretiranih znašala 102,57 mg kg-1 SM in pri kontrolnih le 58,52 mg kg-1 SM. Med 
pettedenskim zorenjem se je vsebnost antocianov pri tretiranih jabolkih tako povečala za 
20-krat, medtem ko je v kontrolnih narasla le za 9-krat. Med posameznimi antociani je bil 
najbolj zastopan cianidin glalaktozid, ki je predstavljal 80-86 % skupne vsebnosti 
antocianov. Pho Ca je povečal sintezo vseh posameznih ciandin glikozidov in velikost 
povečanja je bila pri vseh zelo podobna. Pozitiven vpliv uporabe Pho Ca smo opazili tudi 
pri analizi flavonolov, med katerimi je največji, 40 % delež, predstavljal kvercetin 
galaktozid. Povečane vsebnosti smo v tretiranih jabolkih zabeležili pri vseh posameznih 
kvercetin glikozidih, razen pri kvercetin ramnozidu ne. V primerjavi z razliko pri 
antocianih je bila razlika med obravnavanjema pri flavonolih sicer manjša, a še vedno 
statistično značilna. 

Pozitiven vpliv pripravkov na osnovi fosforja in kalcija na obarvanost jabolk je že bil 
dokumentiran pri številnih sortah, med drugim 'Starking Delicious' (Gómez-Cordovés in 
sod., 1996; Larrigaudiere in sod.,1996), 'Fuji' (Li in sod., 2002), 'Elstar' (Funke in Blanke, 
2006), in 'Jonagold' (Wojcik in Wojcik, 2007). V prvih treh študijah je bilo izboljšanje 
obarvanosti ovrednoteno in izraženo z analizo antocianov, medtem ko je bila obarvanost v 
zadnjih dveh študijah ocenjena z deležem rdeče krovne barve plodov. Naši rezultati glede 
vpliva Pho Ca na sintezo antocianov in flavonolov se ujemajo z ugotovitvami Lia in sod. 
(2002), ki v jabolkih, ki so bila škropljena s Senifosom, poročajo o značilno večjih 
vsebnostih omenjenih fenolnih skupin, kot so jih imela kontrolna jabolka. Senifos, ki je bil 
uporabljen v njihovem poskusu, ima skoraj popolnoma enako sestavo kot Phostrade Ca, ki 
smo ga uporabili v našem poskusu. O pozitivnem vplivu tretiranja s senifosom na vsebnost 
antocianov pišejo tudi Gómez-Cordovés in sod. (1996) ter Larrigaudiere in sod.(1996) v 
jabolkih sorte 'Starking Delicious', medtem ko Awad in Jager (2002b) značilnega vpliva 
Senifosa na vsebnost antocianov in flavonolov v jabolkih sorte 'Jonagold' nista opazila. Kar 
se tiče analiz vsebnosti hidroksicimetnih kislin, dihidrohalkonov, flavanolov in skupnih 
fenolov (TPC), vpliva Phostrade Ca nismo ugotovili. 
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Mehanizem, preko katerega pripravki na osnovi fosforja vplivajo oziroma izboljšujejo 
obarvanost plodov, ostaja slabo raziskan. Li in sod. (2002) poročajo, da je uporaba 
Senifosa povečala aktivnosti encimov PAL in CHS. O povečani aktivnosti encima PAL, ki 
je bila povezana s povečano sintezo antocianov, pišejo tudi Larrigaudiere in sod. (1996). 
Na drugi strani nekateri avtorji navajajo, da med dozorevanjem jabolk PAL najverjetneje 
ni ključni encim za sintezo antocianov (Lister in Lancaster., 1996, Saure, 1990) in da CHS 
ni regulatorni encim v sintezi antocianov (Ju in sod., 1995b). V našem poskusu povečanih 
aktivnosti zgoraj omenjenih encimov nismo zabeležili, zato sklepamo, da aktivnost 
encimov PAL in CHI/CHS ni bila odločilna za povečano sintezo antocianov. Smo pa 
povečano aktivnost zabeležili pri spremljanju encimov FHT in DFR, ki sta bili značilno 
povezani s povečano sintezo antocianov. O večji aktivnosti encimov FHT in DFR v 
zadnjem stadiju dozorevanja plodov sorte 'Florina' pišejo tudi Slatnar in sod. (2012). 
Kakorkoli, značilen vpliv Pho Ca na večjo aktivnost smo v naši študiji zabeležili le pri 
encimu DFR. Na podlagi rezultatov o aktivnosti encimov predpostavljamo, da so encimi 
PAL, CHI/CHS, FHT in DFR sicer potrebni za sintezo antocianov, vendar pa večja 
aktivnost posameznega encima še ne zagotavlja tudi večje sinteze posamezne skupine 
fenolnih spojin. Podobnega mnenja so tudi Lister in sod. (1996), ki domnevo 
podkrepljujejo z dejstvom, da je aktivnost encima PAL pri zeleni sorti jabolk 'Granny 
Smith' dokaj velika, medtem ko je vsebnost antocianov v kožici plodov te sorte minimalna 
ali pa jih sploh ni možno zaznati. Tako bi bila sinteza antocianov lahko bolj odvisna od 
razpoložljivosti samega substrata dihidrokvercetina oziroma leukocianidina in pa 
aktivnosti encimov ANS in GT, katerih aktivnosti v naši študiji nismo uspeli analizirati. Da 
bi pretvorba dihidrokvercetina v cianidin lahko bila kontrolna točka sinteze antocianov 
predlagajo tudi Ju in sod. (1995b). 

Sinteza antocianov je med drugim odvisna tudi od sladkorjev v rastlini (Lancaster, 1992; 
Lueangprasert in sod., 2010). V našem poskusu smo v Pho Ca tretiranih jabolkih zabeležili 
značilno večje vsebnosti sladkorjev kot v netretiranih. V primerjavi termina 0 (pred 
škropljenjem) in prvega termina (teden dni kasneje), smo pri primerjavi tretiranih in 
kontrolnih jabolk ugotovili značilno interakcijo pri saharozi (P = 0,02), medtem ko je bila 
interakcija pri glukozi (P = 0,08) in skupnih sladkorjih (P = 0,06) mejno značilna. 
Vsebnost sladkorjev se je teden po tretiranju pri tretiranih jabolkih povečala, medtem ko se 
je pri kontrolnih zmanjšala, kar bi lahko pomenilo, da je tretiranje s Pro-Ca povzročilo 
povečanje vsebnosti sladkorjev v tretiranih jabolkih. Med dozorevanjem jabolk sta bili tako 
vsebnost saharoze kot tudi vsebnost glukoze značilno povezani (P < 0,0002) s skupno 
vsebnostjo antocianov. Teden dni po prvem škropljenju in teden dni po drugem škropljenju 
se je vsebnost skupnih sladkorjev v tretiranih jabolkih povečala, medtem ko se je v 
kontrolnih zmanjšala, zato bi bilo povečanje sladkorjev, predvsem saharoze, mogoče vsaj 
delno lahko vzrok za povečano sintezo antocianov v tretiranih plodovih. Značilna 
interakcija vsebnosti saharoze oziroma glukoze s skupno vsebnostjo antocianov (P < 
0,0002), ki je bila ugotovljena med dozorevanjem jabolk, potrjuje zgoraj napisano 
domnevo. Za saharozo je sicer že bilo poročano, da je spodbudila sintezo antocianov v 
številnih rastlinskih vrstah, med drugim pri žlahtni vinski trti (Vitis vinifera; Vitrac in sod., 
2000), v hipokotilih redkvice (Raphanus sativus; Hara in sod., 2003), eksokarpu manga 
(Magnifera indica Linn. cv. Mahajanaka; Lueangprasert in sod., 2010) in semenih 
navadnega repnjakovca (Arabidopsis thaliana; Teng in sod., 2005). Vzrok za povečane 
vsebnosti sladkorjev v tretiranih plodovih pa bi lahko bila tudi povečana vsebnost fosforja 
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v listih tretiranih jablan, saj je transport sladkorjev preko ovojnice kloroplastov v 
citoplazmo neposredno povezan s koncentracijo anorganskega fosfata (Heldt in sod., 
1977). Učinek Pho Ca na povečano sintezo antocianov je bil v naši študiji mogoče tako 
izrazit tudi zato, ker je bila pred škropljenjem s Pho Ca koncentracija fosforja v listih tako 
tretiranih (1,41 g kg-1) kot tudi netretiranih dreves (1,67 g kg-1) pod kritično mejo 1, 8 g kg-

1, ki jo predlaga Bergmann (1992). Uporaba Pho Ca je povečala koncentracijo P za 28 %. 
Ta je tako v listih tretiranih jablan ob tehnološki zrelosti dosegla kritično mejo 1,8 g kg-1, 
medtem ko se je v listih netretiranih dreves koncentracija P ob tehnološki zrelosti v 
primerjavi s prvim terminom zmanjšala za 10 %.  

V našem poskusu smo tako ugotovili, da lahko s pomočjo dvakratnega foliarnega 
škropljenja s Phostrade Ca med dozorevanjem jabolk sorte 'Braeburn' povečamo sintezo 
antocianov in flavonolov, s čimer izboljšamo obarvanost plodov ob obiranju v njihovi 
tehnološki zrelosti. V prihodnosti bi bilo smiselno podobne poskuse opraviti tudi na 
nekaterih zgodnejših sortah jabolk, pri katerih lahko, predvsem v letih s slabšimi 
razmerami za razvoj barve, prav tako prihaja do problemov z obarvanostjo plodov. Z 
vključitvijo analiz sladkorjev in aktivnosti encimov v plodovih ter analizo vsebnosti 
fosforja v listih in plodovih pa bi dobili boljši vpogled v mehanizem delovanja samega 
pripravka in hkrati ovrednotili vpliv posameznega dejavnika na sintezo antocianov pri 
jabolkih. 

Z analizo sprememb, ki smo jih v kožici jabolk sorte 'Braeburn' beležili in analizirali v 
plodovih, vzorčenih na laboratorijskemu polju Biotehniške fakultete v Ljubljani v letu 
2011 ter v sadjarskem centru Gačnik v letu 2012, smo želeli dobiti splošno sliko nastanka 
in gibanja vsebnosti primarnih in sekundarnih metabolitov v jabolkih v zadnjih stadijih 
njihovega dozorevanja. V obeh letih so si bile spremembe parametrov kakovosti jabolk ter 
primarnih in sekundarnih metabolitov v kožici jabolk zelo podobne med seboj, pa čeprav 
so bila jabolka vzorčena v dveh različnih letih na dveh različnih lokacijah. Padec trdote 
jabolk je bil posledica različnih dogajanj v celicah plodov, na katere v veliki meri vplivajo 
zunanji dejavniki (Rato in sod., 2012), medtem ko se je vsebnost suhe snovi povečala na 
račun hidrolize škroba v nezrelih plodovih (Bowen in sod., 1997). Med posameznimi 
sladkorji smo pri saharozi zabeležili povečanje vsebnosti v obeh letih. Povečanje je bilo 
najverjetneje posledica transporta saharoze iz listov na eni ter na novo sintetizirane 
saharoze s pomočjo encimov saharoze fosfat sintaze oziroma saharoze sintaze na drugi 
strani (Zhang in sod., 2010). Vsebnost glukoze in fruktoze je v letu 2012 nihala, medtem 
ko se je v letu 2011 med pettedenskim zorenjem zmanjšala. Tako se zdi, da je med 
posameznimi sladkorji sinteza saharoze najmanj odvisna od rastnih in vremenskih 
dejavnikov. Zmanjšanje jabolčne in citronske kisline v jabolkih bi lahko bila posledica 
razredčitvenega učinka, povzročenega z večanjem celic in povečanjem mase jabolk, drugi 
razlog pa bi lahko bila povečana respiracija plodov (Ackermann, 1992; Sturm in Stampar, 
1997; Roth in sod., 2007).  

Vsebnost skupnih fenolnih spojin se v zadnjih petih tednih dozorevanja plodov v nobenem 
letu ni bistveno spreminjala, o čemer v svoji študiji poročajo tudi Zheng in sod. (2012). Pri 
spremljanju in analizi hidroksicimetnih kislin, dihidrohalkonov in flavanolov smo v 
zadnjih petih tednih zorenja ugotovili zelo majhna nihanja njihovih vsebnosti, v splošnem 
pa so se le-te v zadnjih petih tednih zorenja v primerjavi s prvim terminom nekoliko 
zmanjšale. Izjema so bile le hidroksicimetne kisline v letu 2012, katerih vsebnost se je v 
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omenjenem letu značilno zmanjšala. Podobno tudi Awad in sod. (2001a) v jabolkih sort 
'Jonagold' in 'Elstar' poročajo o relativno konstantnih vsebnostih skupnih katehinov, 
floridzina in klorogenske kisline. Rahlo zmanjšanje oligomernih procianidinov, ki smo ga 
zabeležili v naši študiji, pa se ujema z rezultati, ki jih za to skupino fenolnih spojin 
poročajo Macheix in sod. (1990). Vsebnosti procianidinov je pomembna tudi iz 
zdravstvenega vidika in prehranske vrednosti jabolk, saj procianidini skupaj s flavanoli 
prispevajo zelo pomemben delež k antioksidativnem potencialu jabolk (Tsao in sod., 
2005). 

Če pri analizi hidroksicimetnih kislin, dihidrohalkonov in flavanolov v kožici jabolk nismo 
opazili bistvenih sprememb, pa to ne velja za skupino flavonolov in antocianov, pri katerih 
je v zadnjih petih tednih zorenja jabolk prišlo do bistvenih sprememb v njihovi vsebnosti. 
Povečana sinteza flavonolov je sovpadala s povečano akumulacijo antocianov, o čemer v 
svoji študiji pišejo tudi Lister in sod. (1994). V obeh letih se je pospešena akumulacija 
antocianov in flavonolov pojavila nekako 2 do 3 tedne pred tehnološko zrelostjo plodov. 
Do podobnih rezultatov kot mi, sta prišla tudi Awad in de Jager (2002b) pri jabolkih sorte 
'Jonagold', ki sta povečano akumulacijo antocianov prav tako opazila okoli 20 dni pred 
tehnološko zrelostjo oziroma obiranjem plodov. Avtorja skupaj z Whalom in Singhom 
(2007) začetek povečane biosinteze antocianov povezujeta z endogenim izločanjem 
etilena, ki naj bi akumulacijo antocianov sprožil. 

Z vidika regulacije biosintezne poti bi lahko predvidevali, da je do rahlega zmanjšanja 
vsebnosti hidroksicimetnih kislin in dihidrohalkonov v naši raziskavi prišlo na račun 
povečanja vsebnosti flavonolov, kar so v svoji študiji že predlagali Mayr in sod. (1995). Z 
ozirom na to, da je levkocianidin (flavan-3,4-diol) prekurzor tako za antociane kot 
flavanole (Treutter, 2001), bi rahel padec flavanolov, ki smo ga zabeležili v naši raziskavi, 
mogoče lahko razložili kot posledico povečane akumulacije antocianov. Zmanjšanje 
vsebnosti adstrigentnih procianidinov skupaj s sočasnim povečanjem vsebnosti flavonolov, 
antocianov in obarvanosti plodov pa ljudem in frugivorom nakazuje, da so jabolka 
primerna za uporabo in zaužitje, kar pomembno pripomore k razširjanju pečk in vrste. 

Čeprav v jabolkih večina prisotnih fenolnih spojin deluje antioksidativno, pa ima kvercetin 
kot oksidant določene strukturne prednosti, s čimer prispeva največji delež k 
antioksidativnem potencialu jabolk (Lee in sod., 2003). V človeški prehrani naj bi skupaj s 
svojimi glikoziliranimi oblikami predstavljal kar 60-75 % delež dnevno zaužitih 
flavonoidov (Bouktaib, 2002). V naši raziskavi je na obeh lokacijah v obeh letih 
akumulacija antocianov in flavonolov pospešeno potekala v zadnjih tednih zorenja plodov, 
zato je tako z marketinškega kakor tudi zdravstvenega vidika zelo pomembno, da jabolka 
oberemo v njihovi pravi tehnološki zrelosti. Ker je sinteza flavonolov, še posebno pa 
antocianov, pogojena z njihovo pozicijo v krošnji oziroma deležem osvetlitve (Awad in 
sod., 2001a,b), je zelo pomembno, da so drevesa pravilno rezana in s tem primerno 
osvetljena. Na podlagi naših rezultatov in analiz predlagamo, da se poletna rez, prekrivanje 
tal z odsevno folijo, foliarna uporaba določenih elementov oziroma pripravkov in ostali 
ukrepi, ki so namenjeni izboljšanju obarvanosti in kvalitete plodov, na jabolkih sorte 
'Braeburn' izvedejo okoli 3 do 4 tedne pred tehnološko zrelostjo plodov, odvisno od hitrosti 
učinkovanja posameznega ukrepa. 
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V študiji smo s pomočjo uporabe Pro-Ca in Pho Ca ter analize širokega spektra 
sekundarnih metabolitov-fenolov in encimatske aktivnosti določenih encimov prispevali 
koristne informacije o sintezni poti fenolnih spojin ter vlogi posameznih encimov pri 
razvoju barve jabolk. Obenem smo prikazali, da bi uporaba Pho Ca pridelovalcem jabolk 
lahko predstavljala učinkovit in poceni ukrep za izboljšanje obarvanosti plodov.  

 

3.2 SKLEPI 
 
Na podlagi rezultatov poskusov, ki so bili vključeni v našo študijo, bi lahko podali 
naslednje zaključke: 

 
- sinteza antocianov se je pri jabolkih sorte 'Braeburn' v povprečju začela oziroma 

pojavila približno pet tednov pred tehnološko zrelostjo plodov, medtem ko je 
pospešena akumulacija antocianov začela potekati približno tri tedne pred 
tehnološko zrelostjo plodov. 
 

- Jesensko tretiranje jablan s proheksadion kalcijem v odmerku 2,5 kg ha-1 je preko 
modulacije fenilpropanoidne poti prehodno zmanjšalo sintezo antocianov in 
flavonolov v jabolkih, kar se je odrazilo v manjši intenziteti in deležu krovne rdeče 
barve plodov. 
 

- spremembe, ki jih je Pro-Ca v fenilpropanoidni poti povzročil, so bile v kožici 
jabolk podobne tistim, ki so že bile dokumentirane v jablaninih listih.  

 
- v kožici jabolk so bile spremembe fenilpropanoidne poti vidne od 7 pa do 15 dni, 

kar je sicer nekoliko dlje kot je poročano za liste, a se v kožici vseeno niso obdržale 
do tehnološke zrelosti plodov. 

 
- spremembe, ki jih je v fenilpropanoidni poti fenolnih spojin kožice jabolk 

povzročilo tretiranje s Pro-Ca, so se ob uporabi Pro-Ca v dveh polovičnih odmerkih 
nekoliko razlikovale od tistih, ki smo jih zabeležili, ko smo Pro-Ca aplicirali v 
enkratnem, polnem odmerku. Prav tako je bil učinek tretiranja pri polovičnem 
odmerku viden krajši čas, kar je bilo najverjetneje posledica hitrega metabolizma in 
razgradnje Pro-Ca v tkivih rastlin. 
 

- encima PAL in CHS/CHI sta sicer potrebna za sintezo antocianov, vendar pa njuna 
aktivnost ni omejujoč dejavnik pri njihovi sintezi. Prav tako višja aktivnost 
encimov PAL, CHS/CHI, FHT in DFR še ne zagotavlja tudi večje sinteze 
posameznih fenolov oziroma skupin fenolnih spojin. 
 

- jesensko foliarno tretiranje jablan s Phostrade Ca, izvedeno približno pet oziroma 
tri tedne pred tehnološko zrelostjo plodov, poveča sintezo antocianov in flavonolov 
med njihovim dozorevanjem ter izboljša obarvanost jabolk sorte 'Braeburn' ob 
obiranju v njihovi tehnološki zrelosti. 
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Razvoj obarvanosti oziroma tvorba barve pri jabolkih je zapleten proces in veliko raziskav 
bo še potrebnih, da bomo natančno razumeli procese in mehanizme, ki so v razvoj barve 
vključeni. In prav razumevanje procesov, vloge encimov, primarnih metabolitov in 
posameznih hranil bo omogočilo razvijanje tehnik s pomočjo katerih bi, predvsem v letih s 
slabimi vremenskimi razmerami za razvoj barve, pri problematičnih sortah jabolk 
obarvanost plodov lahko občutno izboljšali. 
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4 POVZETEK (SUMMARY) 
 
4.1 POVZETEK 
 
Obarvanost jabolk predstavlja enega od najpomembnejših parametrov zunanje kakovosti 
plodov. Razvoj barve je odvisen od mnogih dejavnikov, med katerimi enega od 
najvplivnejših predstavljajo vremenske razmere. Predvsem v letih s slabim razmerami za 
razvoj barve se tako pogosto zgodi, da se plodovi slabo obarvajo, kar zmanjšuje tržno 
vrednost rdečih sort jabolk. Pri slednjih je namreč zaželjeno, da je rdeča krovna barva 
čimbolj intenzivna, in da pokriva čimvečji delež plodu. Na drugi strani pa si pri zelenih 
sortah jabolk ('Granny Smith', 'Golden Delicious'…) želimo, da rdeča krovna barva ni 
prisotna oziroma je prisotna v čimmanjšem deležu. Delež krovne rdeče barve je v jabolkih 
večinoma pogojen z razmerjem, količino in vrsto antocianov, na njihovo akumulacijo pa 
poleg vremena vpliva še vrsta drugih dejavnikov, med drugim tudi aktivnost encimov.  
 
S pomočjo foliarne uporabe rastnega regulatorja proheksadion kalcija in foliarnega gnojila 
Phostrade Ca smo želeli raziskati vlogo aktivnosti encimov za razvoj barve plodov ter 
ugotoviti, ali lahko s pomočjo teh pripravkov reguliramo biosintezno pot fenolnih spojin v 
kožici jabolk in s tem vplivamo na obarvanost plodov. Proheksadion kalcij je večstransko-
uporaben bioregulator rastlin, ki se na sadnem drevju v prvi vrsti uporablja kot retardant z 
namenom zmanjšati rast vegetativnih poganjkov, vendar pa je bilo že v več študijah 
dokazano, da zmanjšuje delovanje 2-oksoglutarat odvisnih deoksigenaz, s čimer povzroči 
značilne spremembe v fenolnem profilu in regulira biosintezno pot fenolnih spojin. V naši 
raziskavi je jesenska uporaba proheksadion kalcija zmanjšala aktivnost encimov FHT in 
FLS v kožici jabolk, vendar pa je bil učinek prehodnega značaja in je trajal manj kot 20 
dni. Pri tretiranih jabolkih smo v kožici zabeležili značilno manjše vsebnosti 
dihidrohalkonov, flavonolov in antocianov, medtem ko je bila vsebnost skupnih fenolov in 
hidroksicimetnih kislin v tretiranih jabolkih v primerjavi z netretiranimi, značilno večja. 
Jesensko tretiranje jablan s proheksadion kalcijem je tako v kožici jabolk prehodno 
zmanjšalo sintezo antocianov in flavonolov, kar se je odrazilo v manjši intenziteti in deležu 
krovne rdeče barve plodov. Spremembe v fenilpropanoidni poti pa so bile le začasne in se 
niso obdržale do tehnološke zrelosti oziroma obiranja plodov.  
 
Z drugim, nekoliko drugače zastavljenim poskusom, ko smo proheksadion kalcij aplicirali 
v dveh polovičnih odmerkih, smo potrdili, da jesensko tretiranje s proheksadion kalcijem 
začasno oziroma prehodno zmanjša intenziteto in nastajanje rdeče krovne barve plodov ter 
v kožici jabolk povzroči značilne spremembe v fenilpropanoidni poti fenolnih spojin, ki pa 
so se tokrat nekoliko razlikovale od tistih, ki smo jih zabeležili v poskusu, ko smo 
proheksadion kalcij aplicirali v enkratnem, polnem odmerku. Pri analizi ekspresije genov 
smo ugotovili, da je tretiranje s proheksadion kalcijem povzročilo zmanjšano ekspresijo 
genov ANS, ANR, GT in transkripcijskega faktorja MYB10. 
 
V naslednjem poskusu smo želeli raziskati vpliv dvakratne foliarne uporabe pripravka na 
osnovi fosforja in kalcija; Phostrade Ca (Pho Ca), na razvoj barve in vsebnost primarnih in 
sekundarnih metabolitov v kožici jabolk sorte 'Braeburn' med njihovim dozorevanjem. Z 
analizo primarnih metabolitov in encimatske aktivnosti pa smo želeli raziskati nekatere 
potencialno možne mehanizme delovanja samega pripravka. Pho Ca je občutno povečal 



Bizjak J. Regulacija biosintezne poti … jabolk (Malus domestica Borkh.) med dozorevanjem.                59 
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2014 

sintezo antocianov, kar so potrdili tudi parametri obarvanosti plodov a*, hº in L*. Pozitiven 
vpliv uporabe Pho Ca smo opazili tudi pri analizi flavonolov, medtem ko pri skupinah 
hidroksicimetnih kislin, dihidrohalkonov, flavanolov in skupnih fenolov (TPC), vpliva Pho 
Ca nismo ugotovili. V tretiranih listih jablan smo zabeležili povečane vsebnosti fosforja, v 
tretiranih jabolkih pa povečane vsebnosti posameznih in skupnih sladkorjev, ki bi torej 
lahko bila eden od možnih razlogov za povečano akumulacijo antocianov v kožici jabolk 
tretiranih dreves. Na drugi strani se aktivnost encimov PAL, CHS/CHI, FHT in DFR v 
kožici tretiranih in netretiranih jabolk ni razlikovala. V našem poskusu smo tako ugotovili, 
da lahko med dozorevanjem jabolk sorte 'Braeburn' s pomočjo dvakratne foliarne uporabe 
Phostrade Ca povečamo sintezo antocianov in flavonolov ter tako izboljšamo obarvanost 
plodov ob obiranju v njihovi tehnološki zrelosti. 

Pri proučevanju in analiziranju sprememb aktivnosti encimov in vsebnosti sekundarnih 
metabolitov v dozorevajočih jabolkih smo v ločenih poskusih v dveh ločenih rastnih 
sezonah prišli do podobnih rezultatov. Vsebnost hidroksicimetnih kislin, dihidrohalkonov 
in flavanolov se je v zadnjih petih tednih zorenja v kožici jabolk le malo spreminjala in se 
je v splošnem nekoliko zmanjšala, opazneje pa se ni spreminjala niti vsebnost skupnih 
fenolnih spojin. Se je pa v tem času pojavila intenzivna sinteza flavonolov, ki je sovpadala 
s povečano akumulacijo antocianov. Ta se je pri sorti 'Braeburn' pojavila približno pet 
tednov pred tehnološko zrelostjo plodov, medtem ko se je pospešena akumulacija 
flavonolov in antocianov začela približno tri tedne pred tehnološko zrelostjo plodov. 
Spremljanje razvoja barve v povezavi z beleženjem vremenskih podatkov bi bilo lahko pri 
posamezni sorti jabolk v veliko pomoč pri določanju najprimernejšega časa za izvajanje 
določenih agrotehničnih ukrepov, namenjenih izboljšanju kvalitete in obarvanosti plodov. 
Na podlagi naših rezultatov in analiz svetujemo, da se poletna rez, prekrivanje tal z 
odsevno folijo, foliarna uporaba določenih elementov oziroma pripravkov in ostali ukrepi, 
ki so namenjeni izboljšanju obarvanosti in kvalitete plodov, na jabolkih sorte 'Braeburn' 
izvedejo okoli 3 do 4 tedne pred tehnološko zrelostjo plodov, odvisno od hitrosti 
učinkovanja posameznega ukrepa.  

Glede spremljanja aktivnosti encimov bi upoštevajoč naše rezultate lahko zaključili, da sta 
encima PAL in CHS/CHI sicer potrebna za sintezo antocianov, vendar pa velikost njune 
aktivnosti pri akumulaciji antocianov ni omejujoč dejavnik. Prav tako večja aktivnost 
encimov PAL, CHS/CHI, FHT in DFR še ne zagotavlja tudi večje sinteze posameznih 
fenolov oziroma skupin fenolnih spojin. Ob predpostavki, da bi pretvorba 
dihidrokvercetina v cianidin lahko bila kontrolna točka sinteze antocianov, bi se bilo pri 
raziskovanju pomembnosti aktivnosti encimov za akumulacijo antocianov v prihodnosti 
smiselno osredotočiti na aktivnost encimov ANS in GT, katerih v naši študiji nismo uspeli 
analizirati.  

4.2 SUMMARY 
 
Apple peel color is one of the most important parameters of the external quality of the 
fruit. Color development is dependent on many factors, among which the weather 
conditions are one of the most influential. Especially in years of bad weather conditions for 
the development of red color it often happens that the fruits do not color well, which 
reduces the market value of the red varieties of apples. On the other hand, by the green 
apple varieties ('Granny Smith', 'Golden Delicious’…) we want that the red color of apple 
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peel is not present or is present in a proportion as narrow as possible. In apple fruits, red 
color is mainly the consequence of the presence of anthocyanins and in addition to weather 
factors; their accumulation is affected by a number of other factors, including the activity 
of the enzymes.  
 
Using the foliar application of growth regulator Prohexadione calcium (Pro-Ca) and foliar 
fertilizer Phostrade Ca we wanted to investigate the role of enzymatic activity on the 
development of apple color and find out whether the autumn application of these products 
regulates biosynthetic pathway of phenolic compounds in apple peel and thereby influence 
the red coloration of apples. Prohexadion calcium is a multi-functional plant bioregulator 
primarily being used to reduce the growth of vegetative shoots; however it has been shown 
in several studies that its application reduces the activities of 2-oxoglutarate dependent 
dioxygenases, resulting in significant changes in the polyphenol spectrum and flavonoid 
composition of the biosynthetic pathway.In our study the application of Pro-Ca led to a 
decrease in the enzyme activities of FHT and FLS in the apple peel, but the effect was 
transient and lasted less than 20 days. Comparing to the control in the peel of the treated 
apples we recorded significantly lower levels of dihydrochalcones, flavonols and 
anthocyanins, while the content of total phenols and hydroxycinnamic acids was 
significantly higher. Autumn application of Pro-Ca on apple trees transient decreased the 
synthesis of anthocyanins and flavonols, which resulted in a lower intensity and percentage 
of red coloration of apples. However, changes in the phenylpropanoid pathway were only 
temporary and did not retain till the technological maturity and harvest of the fruit.  
 
In the second, slightly differently designed experiment, when Pro-Ca was applied in two 
half-doses, we confirmed that autumn application of Pro-Ca transiently decreased the 
intensity and the formation of red coloration of apples and caused significant changes in 
the flavonoids' composition in apple peel, which were this time a little bit different from 
those we had observed in the experiment, when prohexadione calcium had been applied in 
a single application at one, full dose. In the analysis of gene expression we found out that 
the expression of ANS, ANR, GT and transcription factor MYB10 were downregulated 
after the prohexadione calcium treatment. 
 
In the next experiment, the influence of two foliar applications of Phostrade Ca (Pho Ca), 
which contains high concentrations of phosphorus and minor amounts of calcium and 
nitrogen, on color development and selected primary and secondary metabolites in 
'Braeburn' apple peel during the advanced maturation of apples was investigated. To get 
insight into the action of Pho Ca in apple peel, changes in sugars and enzyme activity of 
several different enzymes were recorded. Pho Ca significantly increased the synthesis of 
anthocyanins, which was also confirmed by the chromatic values a *, h ° and L*. Positive 
impact of Pho Ca was also observed in the analysis of flavonols, while the total phenolic 
content and accumulation of hydroxycinnamic acids, dihydrochalcones and flavanols were 
not influenced. In the leaves of the treated apple trees an increased amount of phosphorous 
(P) was detected, whereas in the treated apple fruits an increase in individual and total 
sugars was recorded. Increased amount of P and sugars could therefore be one of the 
possible reasons for the increased accumulation of anthocyanins in the peel of apples 
harvested on the treated trees. On the other hand, the activity of the enzymes PAL, CHS / 
CHI, FHT and DFR in the peel of treated and untreated apples did not differ significantly. 
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In our study we demonstrated that two foliar applications of Phostrade Ca late in the 
growing season increased the synthesis of anthocyanins and flavonols, and thus 
represented an effective way to improve the color of ‘Braeburn’ apples at harvest in their 
technological maturity. 
 
In examining and analyzing changes in activity of enzymes and secondary metabolites 
content in maturing apples it has been shown that the changes in the course of two years in 
two separate experiments were quite similar. In the apple peel the concentrations of 
hydroxycinnamic acids, dihydrochalcones, flavanols and total phenolic content remained 
quite constant or slightly decreased during the advanced apple ripening. On the contrary an 
intensive accumulation of flavonols and anthocyanins took place during this period, with 
the onset of rapid formation approximately 3 weeks before the technological maturity of 
apples. Monitoring the color development in relation to the recording of weather data could 
be for certain varieties of great help in determining the most appropriate time to carry out 
agro-technical measures designed to improve the color and quality of apple fruit. On the 
basis of our results, we suggest that summer pruning, orchard floor covering, and foliar 
applications of certain elements and similar measures designed to improve the color and 
quality of the fruit on the ´Braeburn´ apples should be performed approximately 3-4 weeks 
before the expected technological maturity of apples.  
 
According to the observed changes of enzymatic activity in the apple peel found in our 
study it could be concluded that enzymes PAL and CHS / CHI are otherwise needed for the 
synthesis of anthocyanins, but their level of activity for the accumulation of anthocyanins 
is not a limiting factor. Also the increased activity of enzymes PAL, CHS / CHI, FHT and 
DFR does not guarantee a higher level of synthesis of individual phenols or phenolic 
groups. Assuming that the conversion of cyanidin to dihydroquercetin could be a 
checkpoint for the synthesis of anthocyanins, it would make sense in the future to focus, 
when exploring the importance of enzymatic activity for the accumulation of anthocyanins, 
on the enzyme activity of ANS and GT, which in our study we could not analyze.
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največjo zahvalo posvečam sodelavki Maji MIKULIČ-PETKOVŠEK. Hvala Maja, da si 
mi bila vselej pripravljena priskočiti na pomoč in mi pomagala vedno, ko sem pomoč 
potreboval. Hvala ti za vse pogovore in vzoren zgled, ki si mi ga dala, tako v poslovnem 
kot družinskem življenju. Hvala Niki in Ani za pomoč pri praktičnih poskusih in analizah, 
Valentini za pomoč pri razumevanju angleških izrazov ter Primožu za vso računalniško 
pomoč. Ana tebi še posebej hvala za vse nasvete in pomoč pri zaključnih korakih 
doktorske disertacije. Hvala šefu Franciju, da sem se od njega lahko veliko naučil. Hvala 
Jeleni za vedno čiste prostore na Biotehniški fakulteti. Zahvaljujem se tudi dr. Katarini 
Košmelj za prijaznost in pomoč pri statistični obdelavi rezultatov tretjega poskusa. 
Valentini, Nini, Greti, Zori, Tadeju, Dragu, Primožu, Gregorju in Draganu pa hvala za 
sproščene in zabavne pogovore, ki so mi polepšali marsikateri dan službovanja na 
Biotehniški fakulteti. Drago tebi še posebej hvala za vse znanje o rezi sadnega drevja, ki si 
mi ga nesebično predal.  
 
Hvala bivšim sostanovalkam Kristini, Ani in Sonji, bivšim sošolkam Tanji, Maji, Niki in 
Tini ter prijateljicam Marini in Selmi, da so me spodbujale, da sem se za opravljanje 
doktorata lažje odločil. Še posebej hvala tebi Marina, ker si me bodrila in mi stala ob 
strani, ko sem to najbolj potreboval.  

Lepo se zahvaljujem tudi svojim staršem, očetu Igorju za pomoč pri urejanju doktorske 
disertacije in materi Tatjani za pomoč pri lektoriranju člankov, doktorskega dela in 
nenehno vzpodbujanje na moji življenjski poti. Zahvaljujem se tudi staremu očetu Justinu, 
ker me je sprejel k sebi v svoj dom. 
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Na koncu bi rad zahvalo izrazil tudi sestri Juliji, bratu Juretu, punci Sabini, prijateljem in 
prijateljicam Maji, Špeli, Borutu, Mojci in Tatjani ter vsem ostalim, ki ste mi kdajkoli 
kakorkoli pomagali, me učili in pripomogli, da sem postal človek, kakršen sem.  
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PRILOGA A 
 

Dovoljenje revije za 1. znanstveni članek 
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PRILOGA B 
 

Dovoljenje revije za 2. znanstveni članek 
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PRILOGA C 
 

Dovoljenje revije za 3. znanstveni članek 
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PRILOGA D 
 

Dovoljenje revije za 4. znanstveni članek 
 

 


