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V dveh locenih poskusih smo preucevali kemijsko sestavo strokov rumeno in zeleno
stronega nizkega fizola, v prvem poskusu glede na kultivar, stopnjo zrelosti strokov in
rastne razmere, v drugem pa smo poleg vpliva kultivarja preuéevali tudi vpliv okuZbe z
glivo Colletotrichum lindemuthianum. V poskusa smo vkljuéili 4 kultivarje nizkega
stro¢jega fizola ‘Paulista’ in ‘Berggold’ (tolerantna na glivo) ter “Top crop’ in ‘Re dei
burri’ (obc¢utljiva na glivo). Izvedli smo umetno okuzbo z glivo in ocenili njen vpliv na
razli¢ne dele stroka: okuzeno tkivo, zdravo tkivo okuzenega stroka in neokuzene stroke.
Vpliv spremenjenih rastnih razmer pod érno protito¢no mrezo na sestavo strokov je bil
ocenjen na mladih in tehnolodko zrelih strokih vseh S&tirih kultivarjev. Primarni in
sekundarni metaboliti so bili koli¢insko analizirani z uporabo HPLC in fenolne spojine
dodatno identificirane s HPLC-MS. ZmanjSanje osvetlitve in temperature pod mrezo je
povzrocilo zmanjsanje vsebnosti fruktoze (za 42,0 %), glukoze (49,6 %), vitamina C (15,2
%), fumarne kisline (44,4 %), skupnih fenolov (15,7 %) ter povecanje vsebnosti jabol¢ne
Kisline (34,7 %). Okuzba z glivo je povzrocila povecanje vsebnosti Sikimske (50,0 %),
fumarne (25,9 %), skupnih Kislin (25,0 %), skupnih fenolov (5,7 krat), flavonolov (6,5
krat), flavanonov (36,5 krat), dihidrohalkonov (2,9 krat), povzrodila sintezo izoflavonov
(3678,9 + 1316,0 pug 100 g™ sveze mase) in flavonov (2425,7 + 520,2 ug 100 g™ sveze
mase) ter izginotje flavanolov. Fruktoza in glukoza sta prevladujoca sladkorja (25,5-43,2 g
kg™ sveZe mase), jaboléna kislina (2,3-3,6 g kg™ sveZe mase) pa prevladujo¢a organska
kislina okuZenih in neokuZenih strokov vseh §tirih kultivarjev. Dolo¢ili smo 70 fenolov iz
naslednjih skupin: derivati hidroksicimetnih kislin, flavonoli, flavanoli, flavanoni,
dihidrohalkoni, izoflavoni in flavoni, od tega je 33 ob okuzbi novo nastalih fenolov, ki
pripadajo vsem nastetim skupinam razen flavanolom. Najvecje vsebnosti so imeli fenoli
dihidrokempferol heksoza (3052,8 + 609,6 ug 100 g™ sveZe mase), naringenin heksoza 3
(2779,6 + 1232,0 pg 100 g™ sveZe mase), dihidrokempferol diheksoza (1950,3 + 361,6 g
100 g™ sveZe mase).
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In two separate experiments the chemical composition of yellow and green dwarf French
beans were studied, in the first experiment depending on the cultivar, pod maturity and
growing conditions, and in the second experiment depending on cultivar and fungus
Colletotrichum lindemuthianum infection. In experiments were included 4 cultivars of
dwarf French beans, 'Paulista’ and 'Berggold' (tolerant) and Top crop' and 'Re dei Burri'
(susceptible). An artificial infection with the fungus was made to evaluate its impact on
different parts of the pod: the infected tissue, healthy tissue on infected pod and non-
infected pods. Effect of changes in growing conditions under black hailnet on the
composition of pods was estimated on young and technologically mature pods of four
cultivars. Primary and secondary metabolites were quantitatively determined by using
HPLC, and phenolic compounds further identified by HPLC-MS. Reduced lighting and
temperature under the hailnet decreased levels of fructose (42,0 %), glucose (49,6 %),
vitamin C (15,2 %), fumaric acid (44,4 %), total phenols (15,7 %) and increased the levels
of malic acid (34,7 %). Fungus infection cause increased content of shikimic (50,0 %),
fumaric (25,9 %), total acids (25,0 %), total phenols (5,7 fold), flavonols (6,5 fold),
flavanons (36,5 fold), dihydrochalcones (2,9 fold), synthesis of isoflavones (3678,9 +
1316,0 ug 100 g™ fresh weight) and flavones (2425,7 + 520,2 ug 100 g™ fresh weight) and
the disappearance of flavanols. Fructose and glucose are main sugars (25,5-43,2 g kg™
fresh weight), malic acid is the main organic acid (2,3-3,6 g kg™ fresh weight) of infected
and uninfected pods of four cultivars. 70 phenols were determined, belonging to the
following groups: derivatives of hydroxycinnamics acids, dihydrochalcones, flavonols,
flavanols, flavanons, isoflavones and flavones, of which 33 phenolics are newly formed in
infected pods and they belong to all of the mentioned groups except flavanols. The highest
concentrations had phenols dihydrokaempferol hexose (3052,8 + 609,6 ug 100 g™ fresh
weight), naringenin hexose 3 (2779,6 + 12320 pg 100 g' fresh weight) and
dihydrokaempferol dihexose (1950,3 + 361,6 ug 100 g™ fresh weight).
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1 UvOD

1.1 POVOD ZA RAZISKAVO

Fizol (Phaseolus vulgaris L.) spada med najbolj razSirjene vrtnine v naSem okolju (Osvald
in Kogoj-Osvald, 2005). Pridelava fiZzola ponavadi poteka na prostem, kjer so rastline
izpostavljene ekstremnim rastnim razmeram kot so moc¢ni nalivi, to¢a, mo¢ni sunki vetra,
ki v kmetijstvu povzro¢ajo pomembno Skodo (Kunz in Kottmeier, 2009). Za zmanjSanje
Skode ob pojavu toce, se uporabljajo protito¢ne mreze, ne le v sadovnjakih (Dussi in sod.,
2005; Stampar in sod., 2002), ampak tudi v pridelavi zelenjave. V literaturi smo zasledili
navedbe o pozitivnih ucinkih protitocne mreze na koli¢ino pridelka, zelo malo pa je
podatkov o rastnih razmerah pod protitoéno mrezo in kako le-te vplivajo na kakovost
pridelka oziroma na kemijsko sestavo plodov.

Gliva Colletotrichum lindemuthianum, ki povzroca vdrto fizolovo pegavost ali fizolov
0Zig, je razSirjena po vsem svetu in je ena najbolj unicujocih bolezni, Ki se pojavljajo na
fizolu (Tu, 1992). Gliva okuzuje razli¢ne dele rastline, liste, stebla, zrele in nezrele stroke,
kar se odraza kot gniloba, oZigi in defoliacija rastlin (Macek, 1986).

Patogeni lahko zmanjsajo koli¢ino in kakovost pridelka do stopnje, ki ekonomsko ni ve¢
sprejemljiva. Naravne ali sinteti¢ne fungicide uporabimo Sele takrat, ko rastlina ni
sposobna sama ali s pomocjo koristnih organizmov omejiti napada patogena. Pri rastlinah,
za katere je znacilno postopno zorenje plodov, je uporaba fungicidov zelo omejena, saj
mora biti zagotovljena karenca od uporabe sredstva do obiranja in uZivanja plodov. Za
glive iz rodu Colletotrichum je znacilno, da po okuzbi zelo hitro napredujejo in lahko v
zelo kratkem ¢asu povzrocijo gnilobo in propad plodov (Bailey in Jeger, 1992).

Rastline se na okuZzbo s patogenom odzovejo razli¢no, pogosto s poveano sintezo
obrambnih snovi, kot so sekundarni metaboliti in znotraj njih skupina fenolov. Ti lahko
zmanjSajo agresivnost glive na razlicne nacine, bodisi predstavljajo fizi¢no oviro v celi¢nih
stenah za prodirajoce hife glive, inhibirajo encime patogena ali pa zmanj$ajo Skodo zaradi
prostih radikalov, ki se pojavijo v celici. Mnogi znanstveniki trdijo, da prisotnost fenolnih
snovi in njihova hitra sinteza pripomoreta k veé¢ji odpornosti rastlin na patogene (Taiz in
Zeiger, 2010). V primeru, da je sinteza sekundarnih metabolitov vzpodbujena z okuzbo, jih
poimenujemo fitoaleksini (Grayer in Kokubun, 2001). Raziskovanje le teh je v zadnjem
Casu poglobljeno, saj naj bi poleg obrambne funkcije pri kmetijskih rastlinah imeli ugodne
vplive tudi na ¢lovekovo zdravje, delovali naj bi antioksidativno, protivnetno, vplivali na
zmanjSanje vsebnosti holesterola in preprecevali nastanek rakavih obolenj (Boue in sod.,
2009). Poznavanje obrambnih mehanizmov rastline v povezavi s sestavo in vsebnostjo
fenolnih spojin je zato pomemben raziskovalni izziv.
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1.2 NAMEN RAZISKAVE

Za pridelovanje stro¢jega fizola je na voljo ve¢ kultivarjev, za katere poznamo predvsem
podatke o njihovi potencialni rodnosti in koli¢ini pridelka. Pogosto od semenarjev izvemo
tudi podatke o tolerantnostni kultivarjev in njihovi odpornosti na izbrane patogene
organizme. Podatki o kakovostnih parametrih so v ve¢ini primerov vezani na prehransko
vrednost pridelka, medtem ko podrobnejSih podatkov, povezanih z obrambno sposobnostjo
rastlin v literaturi za fizol nismo nasli. Prav ti pa so pomembni za nadzor bolezni, Kjer je
poleg omejevanja izgub pridelka zaradi okuzbe pomembno tudi zmanjSanje stroskov za
kemic¢no in mehani¢no varstvo rastlin.

NaSa raziskava je bila razdeljena v dva dela: v prvem delu smo z analizo vsebnosti
primarnih in sekundarnih metabolitov v strokih razlicnih kultivarjev zeleno in
rumenostrocnega nizkega fizola ugotavljali razlike v vsebnosti glede na kultivar in starost
stroka (polovi¢no razvit strok in polno razvit strok) ter na rastne razmere, ustvarjene pod
protitocno mrezo. Analizirani parametri iz prvega leta raziskave so bili osnova za delo v
drugem letu raziskave, ko smo rastline okuZili z glivo Colletotrichum lindemuthianum in
proucevali prilagoditve in obrambne mehanizme v strokih fizola, ki bi jih lahko koristno
uporabili za alternativne pristope varstva rastlin pred to glivi¢no boleznijo.

S proucitvijo sekundarnih metabolitov, povezanih z obrambnim odzivom rastlin fiZzola na
okuzbo z glivo C. lindemuthianum Zelimo pri bolj in manj ob¢utljivih kultivarjih fizola
prepoznati moznosti iskanja okolju prijaznejSih nacinov varstva rastlin, ki bi s predhodno
vi§jim nivojem obrambnih snovi zagotovili vecjo toleranco rastlin na okuzbo z omenjeno
glivo.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

Postavili smo naslednje hipoteze:

1.3.1 Vpliv rastnih razmer, zrelosti stroka in kultivarja na vsebnost nekaterih
primarnih in sekundarnih metabolitov v stroku nizkega fizola

H1: Uporaba protitone mreze vpliva na spremenjene temperaturne razmere in na
zmanjsano osvetlitev rastlin.

H2: Spremenjene svetlobne in temperaturne razmere pod protitocno mrezo vplivajo na
zmanjSanje vseh primarnih in sekundarnih metabolitov, razen organskih kislin, kjer
pri¢akujemo zviSanje vsebnosti.
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H3:

H4:

Vsebnost primarnih in sekundarnih metabolitov se z rastjo stroka spreminja:
vsebnost organskih kislin in skupnih fenolov se zmanjSuje, povecuje pa se vsebnost
sladkorjev in vitamina C.

Vsebnost primarnih in sekundarnih metabolitov je v tehnolosko zrelih strokih
kultivarjev rumeno in zelenostro¢nega fizola razli¢na.

1.3.2 Vpliv okuzenosti z glivo Colletotrichum lindemuthianum in kultivarja na

H5:

H6:

H7:

H8:

H9:

H10:

vsebnost nekaterih primarnih in sekundarnih metabolitov v stroku nizkega
fizola

Kultivarji stroc¢jega fizola, ki imajo razlicno toleranco na okuzbo z glivo C.
lindemutrianum se razlikujejo po vsebnosti primarnih in sekundarnih metabolitov.
Pricakujemo, da imajo kultivarji z vecjo toleranco na okuzbo z omenjeno glivo vec¢jo
vsebnost fenolnih spojin glede na kultivarje, ki niso odporni na omenjeno glivo.

V strokih kultivarjev ‘Paulista’ in ‘Berggold’ bomo zaznali fenolne spojine, ki jih ne
bomo zaznali v strokih preostalih dveh kultivarjev.

Pri¢akovali smo uspesnost umetne okuzbe z glivo C. lindemuthianum pri kultivarjih
“Top crop’ in “Re dei burri” (kultivarja sta neodporna na glivo) in neokuzenost rastlin
kultivarjev ‘Berggold’ in ‘Paulista’ (kultivarja sta deklarirana kot odporna na
omenjeno glivo).

Pri neodpornih kultivarjih okuzenost z glivo C. lindemuthianum povzro¢i zmanjsanje
trznega pridelka strokov fizola.

Odziv rastline na okuzenost z glivo C. lindemuthianum se bo pokazal v razliénem
Stevilu in vsebnosti metabolitov v strokih fizola. Vsebnost in Stevilo fenolnih spojin
bosta v okuzenem tkivu vecja kot v neokuzenem tkivu.

V okuzenem tkivu se bodo kot posledica okuzbe na novo sintetizirali sekundarni
metaboliti, ki jih v neokuzenem tkivu ne bomo nasli.

Rezultati dvoletnih raziskav bodo pokazali, kako je vsebnost primarnih in sekundarnih
produktov v strokih nizkega fizola razlicna glede na kultivar in se spreminja glede na
svetlobne in temperaturne razmere. Poleg odziva na delovanje abiotskih dejavnikov bo
zanimivo spremljati tudi odziv rastlin na delovanje biotskega dejavnika, v nasem primeru
okuzbe z glivo C. lindemuthianum.

Ugotovitev o sestavi in vsebnosti sekundarnih metabolitov povezanih z obrambno funkcijo
rastline v primeru okuzbe, bo pripomogla k razjasnitvi odgovorov rastlin na biotski stres in
s tem priblizala moznost iskanja okolju prijaznejSega na¢ina varstva rastlin, v smislu da bi
s predhodno poveCanim nivojem obrambnih snovi zagotovili ve¢jo toleranco rastlin na
omenjeno okuzbo.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 NAVADNI FIZOL (Phaseolus vulgaris L.)

2.1.1 Razsirjenost fizola po svetu in v Sloveniji

Fizol je razSirjen po vsem svetu in je poleg soje druga najpomembnej$a strocnica,
namenjena za prehrano (Lim, 2012). Z njim je letno zasejanih (za pridelek zrnja in strocja)
cca 31 milijonov hektarjev (FAOSTAT, 2013). Razsirjen je na Sirokem obmoc¢ju med 52°
severne in 32° juzne geografske Sirine in raste na obmoc¢ju od 0 do 3000 m n.v. (Kogoj
Osvald, 2008).

Po podatkih FAO (FAOSTAT, 2013) smo v letu 2012 v svetovnem merilu imeli nizek
stro¢ji fizol posajen na priblizno poldrugem milijonu hektarjev, na hektar pa smo v
povprecju pridelali priblizno 13,5 t (Preglednica 1). Azija je po Stevilu pridelovalnih
povrSin (1,27 milijona ha) na prvem mestu in zavzema kar 82,9 % vseh pridelovalnih
povrsin, ima tudi najve&ji pridelek na hektar (14,9 t ha). Sledijo Evropa z 7,1 %, Amerika
z 4,8 %, Afrika z 4,65 % in Oceanija z 0,54 % vseh pridelovalnih povrsSin nizkega
stro¢jega fizola na svetu.

Najvedje tri pridelovalke nizkega strogjega fizola v Evropi so Spanija (165 400 t), Italija
(134 124 t) in Belgija (88 500 t) (FAOSTAT, 2013). Evropa v povprec¢ju na hektar pridela
7,3 t nizkega strocjega fizola (Preglednica 1). Slovenija je v letu 2012 v povprecju
pridelala 2,8 t ha™ (SURS, 2014) s &imer bistveno zaostajamo za evropskim povpre&jem in
Se veliko bolj za svetovnim povprecjem.

Preglednica 1: Svetovna pridelava nizkega stro¢jega fizola v letu 2012 (FAOSTAT, 2013).
Table 1: World production of green bean in year 2012 (FAOSTAT, 2013).

Povrsina (ha) Pridelek (t ha™)
Azija 1.272.906 14,9
Evropa 108.929 7,3
Amerika 73.936 4,0
Afrika 71.341 9,0
Oceanija 8.276 5,2
Svet 1.535.388 13,5

Na sliki 1 vidimo nihanje Slovenskih pridelovalnih povrSin nizkega stro¢jega fizola po
letih. V letu 2004 smo strocje pridelovali na 169 ha, v letu 2007 na 171 ha. Leta 2010 sledi
padec na 126 ha pridelovalnih povrsin, v letu 2013 pa dozivimo porast na 204 ha. Tudi
pridelek nizkega stro¢jega fizola na hektar se zelo spreminja, kar vidimo na sliki 2. V letu
2004 smo pridelali 5,5 t ha™, tri leta kasneje 4,5 t ha™, leta 2010 5,4 t ha™, v letu 2013 pa
smo zabeleZili padec pridelka na samo 3,4 t ha™.
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Slika 1: Povpre¢na povrsina pridelave nizkega Slika 2: Povprecen pridelek nizkega strodjega
stro¢jega fizola (ha) v Sloveniji v letih 2003-2013 fiZzola/hektar v Sloveniji v letih 2003-2013 (SURS,
(SURS, 2014). 2014).
Figure 1: Average area harvested of green bean (ha)  Figure 2: Average production of green beans (ha) in
in Slovenia in years 2003-2013 (SURS, 2014). Slovenia in years 2003-2013 (SURS, 2014).

Preglednica 2: Pridelava nizkega stro¢jega fizola v Sloveniji v letih 2004, 2007, 2010 in 2013 (SURS, 2014).
Table 2: Green bean production in Slovenia in years 2004, 2007, 2010 and 2013 (SURS, 2014).

Leto 2004 2007 2010 2013
Povrsina (ha) 169 171 126 204
Pridelek (t) 920 770 607 704
Pridelek (t ha™) 55 45 5,4 3.4

2.1.2 Kultivarji fizola

Poznamo veliko razli¢nih kultivarjev fizola, ki jih delimo glede na namen gojenja, tip rasti,
viSino stebla, obliko zrna, barvo zrna, barvo in obliko stroka, dolzino rastne dobe,
odpornost na posamezne bolezni, prilagojenost na dolo¢ene klimatske razmere in
prilagojenost na dolo¢en nacin gojenja (Kogoj-Osvald, 2008). Stro¢ji fizol ponavadi
pobiramo Se preden stroki popolnoma dozorijo in sicer, ko je zrnje v stroku Se zelo drobno.
To je 12-14 dni po odprtju cveta, na kar pa imajo vpliv tudi vremenske razmere (Lim,
2012). Poznamo veliko razli¢nih kultivarjev stro¢jega fizola, katerih stroke lahko pobiramo
v razli¢nih velikostih strokov (Fox in sod., 2005; Sanchez-Mata in sod., 2000; Villanueva
in sod., 2004) v odvisnosti od zahtev kupca in kuhinje na posameznih obmocjih (Koutsika-
Sotiriou in Traka-Mavrona, 2008). Cas pobiranja strokov ugotavljamo z rednim
opazovanjem razvoja zrn v stroku, pomagamo si z meritvami vsebnosti v alkoholu
netopnih snovi, lahko pa s tendometrom ali teksturomertom. Najpogosteje pa doloCimo ¢as
pobiranja strokov z opazovanjem razvoja strokov, Ki morajo biti nezni, v njih razvita
semena pa ne ve¢ja od zrna pSenice. Pri doloCanju tehnoloSke zrelosti prelomimo vec
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strokov, da dobimo povpreéno oceno dozorelosti. Ce ugotavljamo deleZ suhe snovi, so
vsebnosti v zac¢etku tehnoloske zrelosti 7-8 %, ob koncu pa 9-12 %.

i

A \X!‘

)

a)

Slika 3: Stroki navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.).
Figure 3: Bean pods (Phaseolus vulgaris L.).

Stroki vsebujejo beljakovine, ogljikove hidrate, vlaknine, minerale, vitamine in spojine z
antioksidativnim delovanjem (Lim, 2012). Toplotno jih lahko obdelamo na ve¢ nacinov.
Po skoraj vseh nacinih toplotne obdelave se antioksidativni potencial ne spremeni, kar je
med kmetijskimi rastlinami redkost (Jimenez-Monreal in sod., 2009).

Slika 4: Rastline nizkega stro¢jega fizola.
Figure 4: Plants of bush green bean.

2.1.3 Pridelovanje fiZzola in spravilo pridelka

Nizek fiZzol sejemo direktno na prosto ali pa vzgajamo sadike. Sadike presadimo na prosto,
ko mine nevarnost poznih slan. Rastline fizola so obcutljive na toco, dez, meglo,
neustrezne rastne razmere moc¢no zmanjSajo pridelek. Poletne setve so uspesne le, Ce
imamo urejeno namakanje. Nizek fiZzol sejemo na medvrstni razdalji 50 do 60 cm, v vrsti
pa na razmik 4 do 6 cm. Cas vznika je 6-8 dni. Sejemo lahko ro¢no ali strojno. Ob setvi
mora biti zemljis¢e ogreto na 10-12 °C. Pognojimo s preperelim hlevskim gnojem (20-40 t
ha™). Gnojimo s 50-100 kg ha™ dusika, 150-200 kg ha™ fosforja, 100-150 kg ha™ kalija.
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Dobro uspeva na srednje globokih, srednje vlaznih, dobro odcednih ter dobro pognojenih
tleh s pH 5,5 do 7. Namakanje je potrebno v fazi vznika in intenzivne rasti. Posevek pred
pleveli varujemo mehansko z okopavanjem ali kemi¢no s herbicidi (Osvald in Kogoj-
Osvald, 2005).

Fizol pobiramo v fazi tehnoloske ali fizioloSke zrelosti. Pri nizkih kultivarjih je v ugodnih
rastnih razmerah rastna doba od setve do tehnoloSke zrelosti od 50 do 70 dni. Normalno
razvite stroke lahko pobiramo ro¢no (veckratno spravilo) ali mehanizirano (enkratno
spravilo). Sveze stroke lahko shranjujemo v hladilnici pri temperaturi 1-5 °C, a le za krajsi
¢as (Osvald in Kogoj-Osvald, 2005).

2.2 UPORABA PROTITOCNE MREZE

Pridelava fiZzola ponavadi poteka na prostem, kjer so rastline izpostavljene ekstremnim
vremenskim razmeram kot so moc¢ni nalivi, toa, mo¢ni sunki vetra, ki v kmetijstvu
povzrocajo pomebno Skodo (Kunz in Kottmeier, 2009). Za zmanjSanje Skode ob pojavu
toce predvsem v sadovnjakih uporabljamo razli¢ne protito¢ne mreze, uporabimo pa jih
lahko tudi v pridelavi zelenjave (Dussi in sod., 2005; Stampar in sod., 2002). V
sadovnjakih uporabljamo predvsem ¢rne protitoéne mreze (Dussi in sod., 2005), zadnje
Case pa imamo za fizino zaSCito na prostem (proti vetru, insektom, proti premocni
radiaciji) na voljo tudi barvne mreZze. Ucinkovitost uporabe protito¢nih mrez v pridelavi
sadja in njen vpliv na propustnost svetlobe, barvo in vsebnost kemi¢nih spojin v plodovih
ter tudi na spremenjene klimatske razmere v sadovnjaku so dobro preucili v jugozahodni
Evropi in juznoameriskih sadovnjakih (Andrews in Johnson, 1996; Dussi in sod., 2005;
Gindaba in Wand, 2007; Jakopic in sod., 2009; Stampar in sod., 2002), kjer so ugotovili,
da ¢rne mreze zmanj$ajo son¢no osvetlitev do 45 % in v nekaterih primerih imajo
negativen vpliv na razvoj in na kon¢no barvo plodu, ki je pomemben parameter zunanje
kakovosti in trzne vrednosti jabolka (Iglesias in Alegre, 2006; Shahak, 2008; Stamps,
2009). V ostalih Studijah, kjer so uporabljali ¢rno protito¢no mrezo, fotosintezna aktivnost
listov dreves v son¢nih dneh in kon¢na kakovost pridelka nista bili zmanjSani (Andrews in
Johnson, 1996; Dussi in sod., 2005; Gindaba in Wand, 2007; Jakopic in sod., 2009;
Stampar in sod., 2002), razen v centralno Evropskih razmerah (Andrews in Johnson, 1996;
Dussi in sod., 2005; Gindaba in Wand, 2007; Jakopic in sod., 2009; Stampar in sod.,
2002). V literaturi je na voljo le malo informacij o protito¢ni zas¢iti v pridelavi zelenjave
in Studije so osredoto¢ene predvsem na izboljSanje pridelave, kakovosti in ¢as pobiranja
pridelkov z uporabo barvnih senéilnih mrez (Rajapakse in Kelly, 1995; Shahak, 2008). V
pridelavi listnate zelenjave je bil pridelek znacilno ve¢ji pod rdec¢o ali belo mrezo v
primerjavi z mrezami drugih barv (modra, aluminijasta in ¢rna) (Shahak, 2008). V lIzraelu
poteka pridelava paprike pod zas¢itnimi sencilnimi mreZzami, da se izognejo son¢nim
ozigom in zmanj$ajo koli¢ino vode za namakanje. V pridelavi paprike pod fotoselektivnimi
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mrezami (rdeca, rumena in bela) so ugotovili znac¢ilno povecanje (30-40 %) Stevila plodov
na rastlino in s tem znacilno povecanje koli¢ine pridelka (20-30 %) v primerjavi s kontrolo
(¢rna mreza). Velikost ploda je bila primerljiva s kontrolo (¢rna mreza) (Shahak, 2008). V
literaturi najdemo malo informacij o kazalcih kakovosti kot je kemi¢ni profil pridelkov
zelenjave pridelane pod ¢rno zascitno mrezo.

2.3 GLIVA Colletotrichum lindemuthianum

2.3.1 Kilasifikacija glive

Glivo Colletotrichum lindemuthianum uvr$éamo med prave glive (Fungi) in sicer med
zaprtotrosnice (Ascomycota). Hife so septirane, torej veccelicne. Je heterotrofen
organizem, za svojo rast in razvoj potrebuje organsko snov rastlinskega izvora. Je
parazitska gliva in se razmnoZzuje spolno ali nespolno. Spolna oblika se pojavlja zelo redko
in v posebnih razmerah, imenujemo jo Glomerella lindemuthiana Shear (sinonim:
Glomerella cingulata f. sp. phaseoli), nespolno obliko pa imenujemo Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. in Mag.) Biosi & Cavara (Bailey in Jeger, 1992).

2.3.2 Razsirjenost glive

Gliva C. lindemuthianum je razSirjena po vsem svetu, povzro¢a ekonomsko pomembne
izgube pridelkov fiZzola (Phaseolus vulgaris L.) in je ena najbolj uni¢ujoc¢ih bolezni, ki se
pojavljajo na fizolu (Tu, 1992). Prisotna je skoraj na vseh svetovnih povrSinah, Kjer se
prideluje fizol, razen v obmocjih z zelo suho klimo in tam Kjer pri namakanju ne orosujejo
rastlin. Prvi¢ je bila odkrita leta 1875 v Italiji, kmalu zatem pa v Nemc¢iji (Ivanovi¢ in
Ivanovi¢, 2001). V naSih razmerah je najpomembnejsa patogena gliva na fizolu. V vlaznih
letih se lahko okuzba zelo razsiri. Zelo je raziskana v Severni Ameriki in Evropi, vendar
Kljub temu ostaja ena najresnejSih bolezni na navadnem fizolu (Macek, 1986).

2.3.3 Bolezenska znamenja

Najbolj ocitna znamenja bolezni se pojavijo na strokih, ki dobijo rjave, Skrlatno rdece
obrobljene, v sredini vleknjene nepravilne ali okroglaste pege. Zaradi vleknjenosti peg ji
pravimo vdrta fizolova pegavost, ker pa so pege videti, kot bi bile vzgane v tkivo pravimo
bolezni tudi fizolov ozig. Gliva okuzuje vse nadzemne dele rastline. Propadejo ze kalcki,
stro¢je postane manj kakovostno ali celo neuzitno. Okuzuje lahko tudi stebla in liste,
prizadete so lahko tudi listne Zile (Macek, 1986; Tu, 1992).
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Slika 5: Bolezenska znamenja pri okuzbi z glivo Colletotrichum lindemuthianum na strokih fizola (a, b, ¢) in
na steblu (d) (FITO-INFO, 2014).

Figure 5: The symptoms on bean pods (a, b, ¢) and on steam (d) infected with the fungus Colletotrichum
lindemuthianum (FITO-INFO, 2014).

Mocne okuzbe lahko povzrocijo celo izgubo vseh listov in propad rastline (Tu, 1992).
Rastlino lahko gliva C. lindemuthianum okuzi v razli¢nih razvojnih fazah, kot sadike,
odraslo rastlino ali seme. Vsi deli rastline niso enako obcutljivi za okuzbo z glivo.
Nekroti¢ni predeli se najveckrat pojavijo na mladih poganjkih, na najmlaj$ih steblih, listih
in plodovih. Ponavadi koreninski sistem ostane neokuzen. To, da so nekateri deli rastlin
manj okuzeni, je posledica dejstva, da patogen ne more predreti skozi to tkivo (Bailey in
Jeger, 1992).

a)

Slika 6: Bolezenska znamenja pri okuzbi z glivo Colletotrichum lindemuthianum na kale¢i rastlini (a) in na
zrnju (b) (FITO-INFO, 2014).

Figure 6: The symptoms on sprouting plant (a) and bean seeds (b) infected with the fungus Colletotrichum
lindemuthianum (FITO-INFO, 2014).
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2.3.4 Potek okuzbe z glivo Colletotrichum lindemuthianum

Za nastanek rastlinske bolezni je v danih vremenskih razmerah potreben stik in reakcija
rastline in patogena. Na uspednost okuZzbe vplivajo rastlina (vrsta, kultivar, starost,
prehranjenost...), patogen (virulenstnost seva, Stevilo...) in okolje (vlaga, temperatura,
veter...). Med okuZbo patogen iz mrtvega protoplasta z neposrednim sprejemanjem ali
predhodno encimsko razgradnjo pridobi hranila, s tem pa na rastlini povzro¢i nastanek
bolezenskih znakov (Agrios, 1997). Okuzba z glivo C. lindemuthianum poteka v dveh
fazah: v kratki biotropi¢ni fazi gliva ne povzroca vidnih poSkodb, ampak se prilagaja na
Zivljenje v celici, za tem pa nastopi nekrotropi¢na faza, ki je uni¢evalna. Simptomi vdrte
fiZzolove pegavosti se pojavijo v drugi fazi in samo na ob¢utljivih rastlinah (Bailey in Jeger,
1992).

Glive neposredno vstopajo v rastlino s pomocjo apresorija (nabrekla konica hife) in
prodornega Kklina, ki nastaneta na stiku kli¢ne hife ali micelija s povrsino rastline. Glive se
na rastlinsko povrS§ino pritrdijo s pomocjo apresorija zgrajenega iz polisaharidov,
glikoproteinov, polimerov heksozaminov in vlaknastih snovi, ki ob prisotnosti vlage
postane lepljiv in nudi dober stik s podlago in zas¢ito pred Skodljivimi zunanjimi vplivi.
Prodorni klin nato predre kutikulo in celi¢no steno z mehansko silo in izloCanjem encimov
(Agrios, 1997). Melanin daje apresoriju temno barvo, §¢iti pred Skodljivim sevanjem, ojaca
steno apresorija in mu s tem omogoca prodiranje v rastlino. Konidiji ali askospore glive C.
lindemuthianum se pritrdijo na hipokotil rastline. Ta vezava ni specifi¢na, kar pomeni, da
se na vse povrsine veZe enako. Nato gliva za¢ne kaliti in ustvari apresorij, ki se pritrdi na
povrsje rastline. Pritrdi se na mestu, Kkjer je izvedba penetracije mozna. C. lindemuthianum
vstopa v rastlino direktno s penetracijo skozi celi¢no steno. Gliva neposredno prodira na tri
razli¢ne nacine: z mehansko mocjo, izloCanjem encimov, ki razgradijo kutin, ali pa
kombinacijo obeh naStetih moznosti (Bailey in Jeger, 1992). Glive ob okuzbi sproscajo
razli¢ne encime, toksine, rastne regulatorje in polisaharide, med njimi so zelo pomembni
encimi kutinaze, ki sluzijo razgradnji kutina in jih najdemo v najvecjih koncentracijah ob
prodiranju penetracijskega klina (Agrios, 1997). Glive iz rodu Colletotrichum tvorijo
veliko encimov, ki lahko uniéijo rastlinsko tkivo in jih razdelimo v dve skupini. V prvi
skupini so encimi, ki razgradijo ogljikove hidrate in s tem raztopijo celi¢no steno in v drugi
tisti, ki hidrolizirajo kutikule. Prvi imajo vlogo pri Sirjenju infekcije, drugi pa pri prehrani
patogena (Bailey in Jeger, 1992).



11

Logar M. Vsebnost ... metabolitov v strokih ... fiZzola ... okuZenih z glivo Colletotrichum lindemuthianum ... Cavara.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

apresorij

konidij .
penetracija
infekcijski vezikel

primarna
hifa

sekundarna
hifa

Slika 7: Potek okuZbe z glivo Colletotrichum lindemuthianum (Bailey in Jeger, 1992).
Figure 7: Colletotrichum lindemuthianumplant infection (Bailey in Jeger, 1992).

2.3.5 Razvojni krog

Micelij glive Colletotrichum lindemuthianum spomladi zraste v kaleco rastlinico, kjer se na
kliénih listih vidijo prva bolezenska znamenja. Na vleknjenih pegah gliva zelo hitro
oblikuje lezis¢a trosov (acervule) in v njih veliko enoceli¢nih hialinih konidijev. Ti
haploidni konidiji se Sirijo le ob veliki vlaznosti in v vetrovnem vremenu. V razmerah
ugodnih za glivo, se oblikujejo nova bolezenska znamenja na listih, stebelcih in Se posebej
na strokih, kjer se med rastno dobo lahko na opisani nacin veckrat ponovno oblikujejo
konidiji. Pri zgodnji okuzbi stroka preraste micelij v zrno, v katerem prezimi z vidnimi
simptomi ali brez njih. Okuzeni rastlinski ostanki so le redko vir nove okuzbe (Macek,
1986).

steblo

’ I G strok
list \
sekundarna okuzba
kalitev

4

“:.* +

1!
il %ém

@_ razvoj apresorija

4 ¥
razvoj sekum:larmaﬁ-ﬁg%a o ﬁ razvoj primarne
hife hife

Slika 8: Razvojni krog glive Colletotrichum lindemuthianum (Bailey in Jeger, 1992).
Figure 8: Development cycle of the Colletotrichum lindemuthianum fungus (Bailey in Jeger, 1992).
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2.3.6 Vpliv temperature in vlage na razvoj bolezni

Temperatura in vlaga sta pomembna dejavnika, ki vplivata na razvoj in Sirjenje vdrte
fizolove pegavosti. Idealni pogoji so toplo, vlazno vreme s temperaturami 15-26 °C in
veéjo zracno vlago kot 92 %. Patogen se Siri z brizganjem spor na krajSe razdalje, Se
posebno v vlaznem vremenu. V Kanadi so raziskovalci ugotovili, da so se tekom nevihte
spore Sirile do 4,6 m od zari$¢a. V eni sezoni ena rastlina lahko razsiri bolezen v radiju 30
m. Smer Sirjenja bolezni sovpada s smerjo pihanja vetra in bolezen se hitreje Siri v letu, ko
je ve¢ padavin. Nove infekcije se pojavijo 3 do 7 dni po padavinah, odvisno od
temperaturnih razmer (Bailey in Jeger, 1992). Najhuje se bolezen pojavlja v vlaznem letu,
v vlaznem podnebju z veliko padavinami, v vlazni zemlji in na nizkih kultivarjih fizola
(Tu, 1992). VlazZnost torej zelo pospeSuje bolezen, zlasti zato, ker je temperaturno obmocje
za kalitev trosov zelo Siroko (od 4 do 34 °C, z optimumom med 22 in 23 °C) (Macek,
1986).

2.3.7 Zatiranje bolezni

FiZzolovo vdrto pegavost zatiramo oziroma omejujemo s sajenjem odpornih kultivarjev,
razkuZevanjem semena (95-98 % uspeh), nadzorovano pridelavo semena, uporabo
fitofarmacevtskih sredstev, optimalno gostoto setve rastlin, optimalnim gnojenjem rastlin
in z zadelavo rastlinskih ostankov v tla (Bailey in Jeger, 1992; Kelly in Vallejo, 2004;
Krupinsky in sod., 2002; Macek, 1986; Naqvi in sod., 2011; Smith in sod., 1988). Uporaba
razkuzenega semena in odpornih kultivarjev omejuje bolezen v razvitem svetu, v
nerazvitem svetu pa prevladuje uporaba fitofarmacevtskih sredstev (Bailey in Jeger, 1992;
Macek, 1986; Smith in sod., 1988). Karantena je uporaben ukrep ob pojavu novega seva
glive ali pri Siritvi obstojeCega seva v nova obmocja (Krupinsky in sod., 2002). Patogen
lahko prezivi tudi 5 let v posuSenih strokih in semenih skladis¢enih pri 4 °C, na prostem v
zimskih razmerah pa patogen ne prezivi (Bailey in Jeger, 1992). Kjub vsem ukrepom se Se
vedno dogaja, da obcasno bolezen izbruhne v velikem obsegu, ¢ posebno na obmogjih,
kjer uporabljajo obcutljive kultivarje. Z gojenjem odpornih kultivarjev se dokaj u¢inkovito
obranimo okuzbe z glivo C. lindemuthianum (Bailey in Jeger, 1992; Kelly in Vallejo,
2004). Vemo, da se mehanizmi rezistence rastline nanaSajo na lastnosti, ki omejujejo
napad patogena, mehanizmi odpornosti pa povecajo odpornost rastline s prilagoditvijo
fiziologije, da bi ublazili posledice napada patogena ali herbivora (Nagvi in sod., 2011).

Ob pregledu najnovejSe literature o glivi Colletotrichum lindemuthianum v povezavi z
njenim gostiteljem navadnim fizolom, smo ugotovili, da raziskave o glivi potekajo na zelo
razli¢nih podro¢jih. Raziskovalci preucujejo gene fizola odgovorne za odpornost na glivo,
preucujejo odzive rastline fizola na razlicne rase patogena, vplive okuzbe z glivo na
fotosintetsko aktivnost rastline, preucujejo moznosti uporabe novih fitofarmacevtskih
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sredstev za zatiranje bolezni, tretiranja rastlin z doloCenimi pripravki za povecanje
odpornosti rastline na glivo, preucujejo uporabo mikrovalov za zatiranje glive na okuzenih
semenih... (Campa in sod., 2014; Friesen in sod., 2014; Polanco in sod., 2014; Quintana-
Rodriguez in sod., 2015; Rodrigues in sod., 2015).

2.4 OBRAMBA RASTLIN PRED PATOGENI

Tvorba fizi¢nih preprek in tvorba toksi¢nih sekundarnih metabolitov sta glavna nacina
obrambe rastline pred razli¢nimi patogeni. Uporaba in kombiniranje teh dveh sistemov je
odvisna od rastlinske vrste in napadenega organa, starosti in prehranjenosti rastline,
podnebnih razmer in vrste patogena. Odpornost proti patogenom je odvisna predvsem od
kemi¢ne obrambe oziroma tvorbe sekundarnih metabolitov, te pa v rastlinskem tkivu
najdemo v aktivni obliki ali pa v obliki neaktivnih prekurzorjev. Slednji se aktivirajo z
encimi gostitelja, ki se tvorijo kot odgovor na napad patogena ali na poskodbo tkiva
(Agrios, 1997). Sekundarni metaboliti so v rastlinskem tkivu lahko v ve¢jih ali manjSih
koli¢inah prisotni Ze v naprej ali pa inducirani z okuzbo in jim pravimo fitoaleksini.
Fitoaleksini in druge vnaprej sintetizirane snovi, ki imajo antipatogeni u¢inek, so znacilne
za posamezno rastlinsko vrsto in Stevilne med njimi pripadajo razli¢cnim skupinam fenolov
(Grayer in Kokubun, 2001). Hitro prepoznavanje patogena je kljuéno za pravocasen
odgovor rastline na okuzbo (Agrios, 1997).

2.5 PRIMARNI METABOLITI V NAVADNEM FIZOLU

Primarni metaboliti imajo klju¢no vlogo v procesih fotosinteze, dihanja, rasti in razvoja.
Med primarne metabolite uvr§¢amo ogljikove hidrate (sladkorji), organske kisline,
mascobe, aminokisline in klorofil (Taiz in Zeiger, 2010). Vsebnost metabolitov se razlikuje
glede na rastlinsko vrsto, pomemben vpliv pa imajo tudi klimatske razmere, agrotehni¢ni
ukrepi, stopnja dozorelosti in nadin ter as skladi§¢enja (Stampar in sod., 2009). Za
pridelovalce so najpomembnejSi ogljikovi hidrati in organske Kkisline, saj imajo
najpomembnejsi vpliv na okus plodov. Vsebnost nekaterih metabolitov je tesno povezana z
zmoznostjo rastline, da ta zmanjSa obseg okuzbe s patogenom. Nekaj Studij navaja
antimikrobni efekt organskih kislin in sladkorjev na rast mikroorganizmov v hrani (Naqvi
in sod., 2011).

2.5.1 Ogljikovi hidrati (sladkorji)

Ogljikovi hidrati sodijo med najbolj razSirjene spojine med biomolekulami, ki nastajajo v
procesu fotosinteze in predstavljajo najpomembnejsi vir energije za Ziva bitja (Belitz in
sod., 2009). Delimo jih na monosaharide, disaharide in polisaharide. Monosaharidi so
zgrajeni iz ene molekule in so najbolj preprosto zgrajeni ogljikovi hidrati. Med
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monosaharide uvrs¢amo glukozo in fruktozo, ki sta produkt fotosinteze v citosolu
fotosintetskih celic in se ne moreta premesc¢ati po floemu, sluzita pa kot vmesna ¢lena pri
sintezi saharoze (Pozar, 2003; Scott, 2008). Disaharidi so zgrajeni iz dveh molekul
monosaharidov, sem uvrs¢amo saharozo, ki v vecini rastlin sluzi kot oblika za premescanje
ogljikovih hidratov po rastlini (Jackson in sod., 2011; Pozar, 2003). Pri rastlinah, ki so
sposobne pokoncati patogena ali vsaj prepreCevati njegovo rast, SO raziskovalci opazili
povezavo med koli¢ino sladkorjev in koli¢ino proizvedenih antimikrobnih spojin (Nagvi in
sod., 2011).

Koliko zelenjave bomo zauzili je med drugim odvisno tudi od okusa, ki ga zelenjava ima
(Glanz in sod., 1998). Okus pa je zelo povezan s kemi¢no sestavo (Auerswald in sod.,
1999). Med primarnimi metaboliti sladkorji, predvsem fruktoza, glukoza in saharoza
pomembno vplivajo na okus in uzivanje stro¢jega fizola. Stroki stro¢jega fiZzola vsebujejo
najved fruktoze (60 g kg™ suhe snovi), sledi glukoza (30 g kg™* suhe snovi) in saharoza (4 g
kg™ suhe snovi) (VandenLangenberg in sod., 2012).

2.5.2 Organske kisline in vitamin C

2.5.2.1 Organske kisline

Organske Kisline so pomembne za rastline, saj so vmesni ¢len metaboli¢nih procesov in so
neposredno povezane z rastjo, razvojem in senescenco. V zelenjavi so prisotne v razli¢nih
koncentracijah, imajo vpliv na aromo, okus in barvo plodov in tudi posreden vpliv na
metabolizem fenolov, saj regulirajo pH v celici (Belitz in sod., 2009; Flores in sod., 2012).
Najbolj zastopani organski kislini v zelenjavi sta jabol¢na in citronska kislina. Nizek strocji
fizol vsebuje 37,6-51,6 g kg™ suhe mase jabol¢ne in 6,1-11,7 g kg™ suhe mase citronske
kisline. Poleg teh dveh pa vsebuje $e fumarno (3,7-5,1 g kg™ suhe mase) in Sikimsko
kislino (2,0-2,4 g kg™ suhe mase) (Mikulic-Petkovsek in sod., 2014). Vsebnost prostih
titracijskih kislin je 0,2-0,4 g/100 g sveZze mase, kar je v primerjavi s sadjem zelo nizka
vsebnost (Belitz in sod., 2009). Organske kisline vplivajo na kislost tkiva in na zaznavo,
kaj je sladko in kaj ne. Pri nekaterem sadju in zelenjavi je razmerje organskih kislin in
sladkorjev uporabljeno kot indikator zrelosti (Martinez in sod., 1995). Organske Kisline in
njihove soli lahko same ali v kombinaciji zmanjSujejo rast nekaterih patogenov. Glivo C.
gloeosporioides so raziskovalci gojili ob dodatku razli¢nih organskih kislin v razli¢nih
koncentracijah. Med preizkuSenimi kislinami se je najbolje izkazala ocetna kislina, ki je pri
koncentraciji 25 mM zmanjSala rast glive le na 9,2 % v primerjavi s kontrolo, pri
koncentraciji 50 mM pa ni bilo rasti glive. Jabol¢na, oksalna in citronska kislina so tudi
uspesno preprecevale rast glive, saj so pri koncentraciji 25 mM zmanjSale rast glive na
13,5, 17 in 20,6 % v primerjavi z rastjo glive v kontroli. Ocetna kislina je enako uspesno
preprecila tudi rast gliv C. coccodes in C. dematium (Kang in sod., 2003).
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2.5.2.2 Vitamin C

Vitamin C ali askorbinska kislina je vodotopen vitamin. Najve¢ ga najdemo v svezem
sadju in zelenjavi. Najbogatejsi vir vitamina C so Sipek, ¢rni ribez, ¢eSnje, plodovi
citrusov, listnata zelenjava, paprika, zelje, paradiznik, krompir, zeleni in ¢rni poper ter
iglice zimzelenega grmic¢ja. Kemi¢no je askorbinska kislina ketolakton s Sestimi
ogljikovimi atomi, struktura je podobna glukozi in drugim heksozam. Je nenasiceni lakton
z dvema hidroksilnima skupinama z mo¢nimi reduktivnimi lastnostmi (Medi¢-Sari¢ in
sod., 2002).

Vitamin C je najpomembnejsi vitamin v ¢loveski prehrani, ki ga lahko dobimo v sadju in
zelenjavi. Je antioksidant, zniZuje tveganje za nastanek arterioskleroze, sr¢nozilnih bolezni
in nekaterih vrst raka (Harris, 1996). Priporo¢ena dnevna koli¢ina (RDA) zauzitega
vitamina C je za odraslega zdravega moskega 90 mg, za Zenske pa 75 mg (Medié-Sarié in
sod., 2002). Njegova sinteza je odvisna od mnogih dejavnikov pred in po spravilu strokov
fiZzola, kot na primer razli¢nih genotipov, klimatskih razmer, obdelovalnih razmer, velikosti
strokov oziroma njihove stopnje zrelosti ob spravilu, na¢in spravila strokov in nadaljnje
obdelave strokov (Harris, 1996; Kader, 1996). Vitamina C je v nizkem stro¢jem fizolu 146
mg kg sveZe mase (Baardseth in sod., 2010).

2.6 SEKUNDARNI METABOLITI

Sekundarni metaboliti nastanejo iz primarnih metabolitov ali njihovih intermediatov, so
kompleksnejSi in se velikokrat tvorijo v posebnih celicah oziroma tkivih. Sekundarne
metabolite razdelimo v tri ve¢je skupine: terpeni, fenoli in dusik vsebujoc¢e spojine (Taiz in
Zeiger, 2010). Za razliko od primarnih, sekundarni metaboliti nimajo direktnega vpliva na
rast in razvoj celic, omogocajo pa rastlini preziveti v okolju. Danes vemo, da sekundarni
metaboliti rastline varujejo pred napadom herbivorov in mikroorganizmov, rastlinam poleg
tega sluZijo za privabljanje opraSevalcev in raznaSalcev semen, v boju za rastni prostor, pri
vzpostavitvi simbioze med rastlino in mikroorganizmi, za pigmentacijo, rast, reprodukcijo,
varuje rastline pred UV- sevanjem in oksidacijo (Taiz in Zeiger, 2010).
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Slika 9: Povezave primarnega in sekundarnega metabolizma v rastlinah (Reis Giada, 2013).
Figure 9: Inter-relationships between the primary and secondary metabolism in plants (Reis Giada, 2013).

2.6.1 Fenolne spojine

Fenolne spojine tvorijo drugo najvecjo skupino rastlinskih sekundarnih metabolitov s
prepoznanimi ze ve¢ kot 10000 spojinami. Fenolne spojine imenujemo vse spojine, Ki
imajo vsaj en aromatski obro¢ in na obro¢ vezano vsaj eno ali ve¢ -OH skupin. V naravi so
obicajno prisotne spojine z vezanimi ve¢ -OH skupinami, zato se je zanje uveljavilo tudi
ime polifenoli (Abram in sod., 2000). Fenolne spojine so v velikih koncentracijah prisotne
v epidermu listov in kozici plodov in imajo raznovrstne in pomembne vloge kot sekundarni
metaboliti. Vecina jih nastane po sintezni poti Sikimske kisline (Scott, 2008). Biosintezna
pot fenolnih snovi se zacne s fenilalanin amonijak liazo, klju¢nim encimom med
primarnim in sekundarnim metabolizmom rastlin, ki katalizira pretvorbo fenilalanina v
cimetno kislino, katere derivati so prekurzorji Sirokega spektra sekundarnih metabolitov.
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Flavonoidna pot se nadaljuje preko halkon sintaze, halkon izomeraze, flavonon-3p-
hidroksilaze, dihidroflavonol-4-reduktaze in antocianin sintaze do sinteze antocianinov.
Razli¢ne glikoziltransferaze in druge transferaze pa doloCajo v katero smer se bodo
razvijali kon¢ni produkti v fenilpropanoidni poti (Carbone in sod., 2009; Forkmann in
Heller, 1999). Aktivnost encima fenilalanin amonijak liaze se mo¢no poveca, kadar rastline
izpostavimo mehanskim poSkodbam, patogenom ali rdeci in ultravijolicni (UV) svetlobi
(Roemmelt in sod., 2003). Rastlinska vrsta, kultivar, vremenske razmere, rastisce,
agrotehni¢ni ukrepi, na¢in pridelave ter okuzba s patogeni vplivajo na vsebnost fenolnih
spojin v rastlinah (H&kkinen in sod., 1999).

Rastline na mehanski stres (mehanske poSkodbe, poskodbe insektov, okuzb z glivami,
bakterijami ali virusi) odgovorijo z izkori§¢anjem v celici Ze prisotnih fenolnih spojin ali s
tvorbo novo nastalih fenolnih spojin-fitoaleksinov (Abram in Sim¢i¢, 1997; Russell in sod.,
2009). Znanstveniki pripisujejo fenolom tudi pomembno signalno vlogo pri cvetenju,
oplojevanju in rastlinski simbiozi. Rastline se ob napadu potencialnih patogenov odzovejo
z aktiviranjem obrambnih genov, tvorbo reaktivnih kisikovih spojin, sintezo proteinov
povezanih s patogenezo, lokalizirano okrepitvijo celitne stene in proizvodnjo
protimikrobnih spojin. Fenoli se lahko tudi oksidirajo in reagirajo s proteini ter tako
povzrocijo inaktivacijo encimov, s ¢imer zmanjSajo zivljenjsko sposobnost patogena
(Forkmann in Heller, 1999; Hammerschmidt, 1999; Pedras in sod., 2011).

Veliko raziskav o vplivu genotipa, tehnologije pridelave in zunanjih dejavnikov na
vsebnost fenolnih spojin je bilo opravljenih predvsem na paradizniku in papriki (Dumas in
sod., 2003; George in sod., 2004; Ghasemnezhad in sod., 2011; Marin in sod., 2004), v
literaturi pa najdemo malo informacij o vsebnosti fenolnih spojin v strokih fiZola.

Fenolne spojine so v odpornih kultivarjih sintetizirane hitreje kot v ob¢utljivih kultivarjih.
Toksicnost lahko rastlina doseze s sintezo ene same spojine ali pa kombinacijo vecih
razliénih fenolnih spojin (Agrios, 1997). Odpornost rastlin na nekatere ekonomsko
pomembne bolezni in Skodljivce je povezana z vsebnostjo in raznovrstnostjo fenolnih
spojin v rastlinski celici (Mikulic-Petkovsek in sod., 2009; Rusjan in sod., 2012). V
primerjavi listov ob¢utljivih in odpornih Kultivarjev hrusk na hrusev oZig, so raziskovalci
ugotovili, da imajo kultivarji, odporni na hruSev ozig, visjo raven fenolnih spojin v listih
(Gunen in sod., 2005). Vsebnost fitokemikalij v razlicnem sadju in zelenjavi je zelo
zanimiva tema v prehranski znanosti predvsem zato, ker imajo te spojine pomembno vlogo
za ¢lovekovo zdravje (Lundegardh in Martensson, 2003).

Fitoaleksini so toksi¢ne spojine, ki jih rastlina tvori le po stiku z razli¢nimi tipi patogenih
mikroorganizmov ali po kemi¢ni ali mehanski poSkodbi. Fitoaleksini so raznolika skupina
spojin in so lahko molekularni oznacevalci odpornosti na razlicne bolezni
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(Hammerschmidt, 1999; Huffaker in sod., 2011; Pedras in sod., 2011; Schmelz in sod.,
2011; Shinbo in sod., 2006). Rastlina po prejemu signalnih spojin, ki jih sprostijo
poskodovane celice, Sirjenje glive zaustavi s tvorbo primerne koli¢ine toksi¢nih
fitoaleksinov. Pri stro¢nicah so fitoaleksini najveckrat izoflavonoidi (Agrios, 1997).
Fitoaleksini se tvorijo v odpornih in obcutljivih rastlinskih vrstah oz. kultivarjih, toda v
obcutljivih gostiteljih je njihova sinteza po okuzbi hitra (Ku¢, 1997). Fitoaleksini naj bi
poleg obrambne funkcije kmetijskih rastlin imeli tudi ugodne vplive na ¢lovekovo zdravije,
saj delujejo antioksidativno, protivnetno, zmanjSujejo nivo holesterola v krvi in
preprecujejo nastanek rakavih obolenj (Boue in sod., 2009).

Povprecna vsebnost skupnih fenolov v strokih nizkega fizola je 221 mg GAE kg™ sveze
mase (Baardseth in sod., 2010). Fenolne spojine najdene v strokih nizkega stro¢jega fizola
lahko razdelimo v naslednje skupine: fenolne Kkisline, flavonoli, flavanoli, flavoni,
dihidrohalkoni, flavanoni, izoflavoni in izoflavanoni (Abu-Reidah in sod., 2013). Mikuli¢
in sod. (2014) so pri analizi zdravega in okuZenega tkiva na fizolovem stroku ugotovili, da
zdravo tkivo vsebuje 3500 pg g™ suhe mase skupnih fenolov, od tega 200 ug g™ suhe mase
derivatov hidroksicimetnih kislin, 1800 pg g™ suhe mase flavan-3-olov, 25-30 pg g™ suhe
mase dihidrohalkonov in 240-540 pg g* suhe mase flavonolov. Vsebnosti omenjenih
spojin pa so bile v mejnem tkivu, ki obdaja okuzZeno pego, nekajkrat vecje: najbolj se je
povecala vsebnost flavan-3-olov in dihidrohalkonov (v povprecju za 8 krat), nekoliko manj
je narasla vsebnost hidroksicimetnih kislin in flavonolov (v povprecju za 5 krat).

2.6.1.1 Hidroksicimetne kisline

Hidroksicimetne kisline in derivati imajo C6-C3 skelet. Med seboj se razlikujejo v vezavi
funkcionalnih skupin na C6 obro¢u. V tej skupini so cimetna, kavna, kumarna, ferulna
kislina in druge ter njihovi derivati (Crozier in sod., 2006).

R! O
HO / OH
R2

Slika 10: Kemijska struktura hidroksicimetnih kislin (Manach in sod., 2004).
Figure 10: Chemical structure of hydroxycinnamic acids (Manach in sod., 2004).

2.6.1.2 Flavonoidi

Najbolj razSirjena skupina fenolnih spojin v rastlinskem svetu so flavonoidi, ki Steje okrog
6500 razli¢nih spojin. Flavonoidi se obi¢ajno nahajajo v celi¢nih vakuolah, v¢asih pa tudi v
kromoplastih in kloroplastin (Oven in sod., 2011). Osnovo flavonoidov predstavlja
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flavonoidno jedro. Jedro je sestavljeno iz dveh fenolnih obrocev (A in B) in pironskega
obroca (C). Benzenski obro¢ A je kondenziran s pironskim obroc¢em C, ki na mestu 2 nosi
fenilni benzenski obro¢ B. Velika raznolikost flavonoidov obstaja zaradi zamenjav,
zdruzevanja, razlik v strukturi, razli¢nih stopenj hidroksilacije in razlicnih stopen;j
polimerizacije (Lapornik, 2005). V naravi so flavonoidi obi¢ajno glikozilirani. To pomeni,
da imajo na obro¢ vezane razli¢éne monosaharide (glukoza, galaktoza, arabinoza, ramnoza),
ali pa tudi daljSe verige. Sladkor je najveckrat vezan na C3, C5 ali C7 atom. Nesladkorni
del molekule imenujemo aglikon (Abram in sod., 2000).

Flavonoidi so pogosto zastopani v rastlinah in imajo $tevilne biokemi¢ne in farmakoloSke
ucinke. Vecina spojin je vidna v UV spektru. Glede na stopnjo oksidacije heterocikli¢nega
obroca flavonoide razdelimo v nekaj podskupin: flavonoli (kvercetin in kempferol),
flavanoli (katehin in epikatehin) in njihovi polimeri (proantocianidini), flavoni (apigenin in
luteolin), flavanoni (naringenin in hesperetin), izoflavoni (genistein in daidzein),
antocianini (cianidin in malvidin). V manjsih koli¢inah se pojavljajo flavan-3,4-dioli,
dihidroflavonoli, halkoni, kumarini, auroni in dihidrohalkoni (Crozier in sod., 2006).

Slika 11: Kemijska struktura flavonoidov (Stefek, 2011).
Figure 11: Chemical structure of flavonoids (Stefek, 2011).

Flavonoli

Flavonoli so zelo razSirjen podrazred flavonoidov (Robards in sod., 1999). V skupino
flavonolov so uvr$¢eni kvercetin, kempferol, izoramnetin in miricetin, ki se najpogosteje
nahajajo kot 3-glikozidi in redkeje kot 7—glikozidi (Lapornik, 2005).

Mnogi flavonoli lahko predstavljajo obrambo pred glivami (Del Rio in sod., 2003;
Mikulic-Petkovsek in sod., 2009; Treutter in Feucht, 1990).
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Slika 12: Kemijska struktura flavonolov (Manach in sod., 2004).
Figure 12: Chemical structure of flavonols (Manach in sod., 2004).

Flavanoli

Flavanoli so skupina kamor so uvrséeni monomeri (katehin, epikatehin), oligomeri ali
polimeri proantocianidinov, imenovani tudi kondenzirani tanini (Crozier in sod., 2006).
Mnogi flavanoli lahko predstavljajo obrambo pred glivami (Del Rio in sod., 2003;
Mikulic-Petkovsek in sod., 2009; Treutter in Feucht, 1990).
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Slika 13: Kemijska struktura flavanolov (Manach in sod., 2004).
Figure 13: Chemical structure of flavanols (Manach in sod., 2004).

Flavanoni

Znacilnosti flavanonov so, da nimajo dvojne vezi med drugim in tretjim C atomom, imajo
keto (oksi) skupino na C4 atomu in prisotnost kiralnega centra na C2 atomu. Najpogosteje
se pojavljajo v citrusih (Crozier in sod., 2006). Lahko so grenkega ali nevtralnega okusa, z
odprtjem obroca se spremenijo v sladke halkone, ki se po dodatni hidrogenaciji
stabilizirajo kot sladki dihidrohalkoni (Lapornik, 2005).
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Slika 14: Kemijska struktura flavanonov (Manach in sod., 2004).
Figure 14: Chemical structure of flavanons (Manach in sod., 2004).
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Dihidrohalkoni

V to skupino uvrs¢amo floridzin. Nasli so ga v listih jablane in trdijo, da ima pomembno
vlogo v obrambnih sistemih rastline proti razliénim boleznim (Vermerris in Nicholson,

2007).
@]

Slika 15: Kemijska struktura dihidrohalkonov (Crozier in sod., 2006).
Figure 15: Chemical structure of dihydrochalcones (Crozier in sod., 2006).

Izoflavoni

Izoflavoni imajo B-obro¢ pritrjen na C3 in ne na C2 mesto. Najdemo jih skoraj izklju¢no v
stro¢nicah. Izoflavona genistein in daidzein lahko poimenujmo tudi rastlinski estrogen, saj
imata znacilno estrogensko delovanje, ki lahko resno vpliva na reprodukcijo pasnih zivali
kot so krave in ovce (blokira ovulacijo). Zato je potrebno uporabo metuljnic v krmi omejiti
ali pa uporabljati kultivarje z nizkimi vsebnostmi izoflavonov (Crozier in sod., 2006).

OH

Slika 16: Kemijska struktura izoflavonov (Manach in sod., 2004).
Figure 16: Chemical structure of isoflavones (Manach in sod., 2004).

Flavoni

Flavoni so strukturno zelo podobni flavonolom. Flavone pa za razliko od flavonolov ne
najdemo tako Siroko zastopane v rastlinskem svetu. Med sadnimi vrstami poroc¢ajo njihovo
prisotnost v citrusih (nobiletin in tangeretin) (Crozier in sod., 2006).

Slika 17: Kemijska struktura flavonov (Manach in sod., 2004).
Figure 17: Chemical structure of flavones (Manach in sod., 2004).
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2.6.2 Fenolne spojine v fizolu

Mikulic-Petkovsek in sod. (2014) navajajo, da so rastline nizkega fiZola na stresne razmere
ob prisotnosti Colletotrichum lindemuthianum odreagirale s povecano sintezo specifi¢nih
sekundarnih metabolitov, med kultivarjema ‘Re dei burri’ in “Top crop’ pa niso opazili
znacilnih razlik v vsebnosti skupnih fenolov. V strokih nizkega fizola stirih kultivarjev so
dolocili 25 razlicnih fenolnih spojin, ki so jih razvrstili v sledeCe skupine: derivati
hidroksicimetnih kislin, flavanoli, dihidrohalkoni in flavonoli. Najvecji delez doloCenih
fenolnih spojin so predstavljali flavanoli (50-75 %) in flavonoli (15-30 %). V skupini
flavanolov so bili pomembni razli¢ni procianidin monomeri, dimeri in trimeri ter katehin.
Nasli so razlike v koli€ini flavanolov med kultivarji. Vsebnost flavonolov je bila najvi§ja v
odpornih kultivarjih nizkega fizola ‘Paulista’ in ‘Berggold’. V strokih kultivarjev ‘Re dei
burri’ in “Top crop’so zaznali glikozide kvercetina (70 do 80 % skupnih flavonolov),
kempferola (15 do 25 %) in izoramnetina (manj kot 5 %). Derivati hidroksicimetnih kislin
so predstavljali 5 do 10 % skupnih fenolov, dolo¢ili so 7 razli¢nih derivatov. Vecjo
vsebnost derivatov hidroksicimetnih kislin ugotavljajo v obcutljivih kultivarjih nizkega
fizola ‘Re dei burri’ in “Top crop’. Iz skupine dihidrohalkonov so dolo¢ili floretin-C-
diglikozid in floridzin-C-diglikozid. Med proucevanimi kultivarji je kultivar ‘Paulista’
vseboval najve¢ dihidrohalkonov, kar bi lahko bilo povezano z njegovo odpornostjo na
okuzbo z glivo C. lindemuthianum. Campos in sod. (2004) so pri Stirih kultivarjih fizola
ugotovili pozitivno povezavo med vsebnostjo fenolov in odpornostjo na antraknozo.

Abu-Reidah in sod. (2013) so v strokih nizkega fizola treh kultivarjev dolo¢ili 72 razli¢nih
spojin, ki so jih razporedili v razli¢ne skupine: fenolne kisline (hidroksibenzojske in
hidroksicimetne Kkisline), flavonoide (flavonoli, flavanoli, flavoni, dihidrohalkoni,
flavanoni, izoflavoni in izoflavanoni), lignine in ostale. Porocajo, da je najvecji delez
skupnih fenolov v strokih nizkega fizola pripadal flavonolom in njihovim derivatom.
Dolocili so 41 razlicnih flavonolov, pet razliénih spojin iz skupine derivatov
hidroksicimetnih kislin, Sest flavanonov, dva izoflavona in tri flavone. Escarpa in Gonzalez
(2000) sta v svoji raziskavi dolo¢ila fenolne spojine v strokih fizola, semenih strocjega
fizola in strokih brez semen. Kromatogrami vzorcev strokov so bili bolj kompleksni,
semen pa manj. Kromatogram strokov s semeni je bil podoben kromatogramu strokov brez
semen. Najpomembnejsi fenoli v strokih fiZzola so bili flavonol glikozidi in flavanoli,
opazili so razlike med kultivarji. Flavonol glukozidi so bili razporejeni v kvercetin in
kamferol razrede in so jih nasli v zunanjih delih ploda. Katehin, epikatehin in procianidini
so bili doloceni v strokih in semenih. Hempel in Bohm (1996) navajata, da so v rumeno in
zelenostro¢nih kultivarjih nizkega fiZzola glavni identificirani fenoli 3-O-glukuronidi in 3-
O-rutinozidi kvercetina in kempferola.
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Jakopic in sod. (2013) so preudili vpliv razli¢nih pridelovalnih sistemov na kemic¢no
sestavo strokov nizkega fiZola kultivarja ‘“Top crop’. Nasli so 16 razli¢nih fenolnih spojin
iz Stirih skupin. Ugotovili so, da so razli¢ni pridelovalni sistemi vplivali le na vsebnost
nekaterih posami¢nih fenolov, med tem ko na skupno kemic¢no sestavo strokov ni bilo
vpliva. Stroki iz integrirane pridelave so vsebovali najve¢ katehina, procianidin dimerov in
derivatov vanilne kisline. Organsko in biodinami¢no pridelovanje je zmanjSalo vsebnost
katehina in p-kumaroil alderi¢nih kislin. Stroki iz konvencionalne pridelave so imeli
najnizjo vsebnost veliko fenolnih spojin iz razli¢nih skupin. Baardseth in sod. (2010) so
preucili vpliv razliénih nacinov konzerviranja stro¢jega fizola na spremenjeno kemicno
sestavo strokov fiZola. Vsebnost skupnih fenolov se je gibala od 218,8 do 289, 1 mg GAE
kg'1 sveze mase stro¢jega fizola. BlanSiranje in zmrzovanje stro¢jega fizola ni vplivalo na
vsebnost skupnih fenolov. Tudi kuhanje ni zmanjSalo vsebnosti fenolov. Lin in sod. (2008)
so analizirali vzorce 17 razli¢nih kultivarjev zrnatega fiZola in ugotovili, da so vsi kultivarji
vsebovali enake derivate hidroksicimetnih Kislin, razlikovali pa so se v sestavi flavonoidov
in zato so kultivarje razvrstili v 6 razlicnih skupin. V nekaterih kultivarjih niso dolo¢ili
flavonoidov.

Ahuja in sod. (2012) navajajo da metuljnice na stresne razmere odgovarjajo predvsem s
tvorbo fitoaleksinov, ki veCinoma pripadajo skupini izoflavonov. V ¢iceriki sta glavna
fitoaleksina medikarpin in makiain, v grahu pa pisatin. Lucerna je po okuzbi z glivo
Colletotrichum trifolii povecala izrazanje genov povezanih s tvorbo flavonoidov in
povecala proizvodnjo medikarpina in sativana. Veitch (2013) ugotavljajo, da so stro¢nice
najvecji naravni vir izoflavonoidov in navajajo 275 novo odkritih izoflavonoidov v
razli¢nih stro¢nicah v letih 2008 do 2011. Abu-Reidah in sod. (2014) so v semenih boba
dolo¢ili 104 razli¢ne fenolne spojine, vecino teh je pripadalo flavonoidom. Nekatere teh
fenolnih spojin so bile prvi¢ dolo¢ene v semenih boba. Pedras in Ahiahonu (2005) trdijo,
da so fitopatogene glive sposobne razgradnje njim toksi¢nih fitoaleksinov razli¢nih
strocnic naprimer fitoaleksine graha, fizola, ¢iCerike in lucerne...
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3 MATERIAL IN METODE DELA

3.1 MATERIAL

V poglavju so naSteti in opisani materiali in metode dela, ki smo jih uporabili v naSi
raziskavi. Poskusa sta bila izvedena na Laboratorijskem polju BiotehniSke fakultete v
Ljubljani v letih 2011 (med aprilom in julijem) in 2012 (med aprilom in septembrom).

3.1.1 Opis kultivarjev nizkega strocjega fiZola

V raziskavo smo vkljucili §tiri trzne okroglostro¢ne kultivarje nizkega stro¢jega fizola.
‘Paulista’ (Royal Sluis, Nizozemska) in ‘Top crop’ (Franchi Sementi, Italija) kot
zelenostro¢na kultivarja ter ‘Berggold” (Semenarna Ljubljana, Slovenija) in ‘Re dei burri’
(Franchi Sementi, Italija) kot rumenostro¢na kultivarja. Kultivarji se razlikujejo po
odpornosti na glivo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc & Mgnus) Bri &Cav, kultivarja
‘Paulista’ in ‘Berggold’ sta odporna, “Top crop’ in ‘Re dei burri’ pa obcutljiva (Franchi
Sementi, 2010; Franchi Sementi, 2014; Semenarna Ljubljana, 2010; Semenarna Ljubljana,
2014).

‘Paulista’

Rastline zrastejo 45 cm visoko, pridelek pobiramo po 58 dneh, je visoko roden kultivar
primeren za strocje, naredi temno zelene stroke dolzine 13-15 cm, stroki so primerni tudi
za predelovalno industrijo. Kultivar je odporen na glivo C. lindemuthianum (Semenarna
Ljubljana, 2010).

‘Berggold’

Tradicionalni evropski kultivar, seme kali 8-10 dni, rastlina dosezZe visino 50-60 cm, stroki
so primerni za pobiranje po priblizno 55 dneh. Je zgoden kultivar nizkega fiZzola z
rumenimi, okroglimi, breznitnimi stroki, dolZzine 12-13 cm, odporen na glivo C.
lindemuthianum (Semenarna Ljubljana, 2014).

“Top crop’

Tradicionalen evropski kultivar, seme kali 8-10 dni, rastlina doseze visino 50 cm. Je
zgodnji kultivar nizkega fizola z zelenimi okroglimi, debelimi, mesnatimi, okusnimi stroki
dolZine 14-15 cm (Franchi Sementi, 2014).
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‘Re dei burri’

Je srednje zgodnji, rumeno stro¢ni kultivar, rastlina rodi po priblizno 56 dneh, stroki so
okrogli, dolgi 13 cm in imajo premer 10 mm (Franchi Sementi, 2010).

3.1.2 Drugi uporabljeni material

Za izvedbo obeh poskusov smo potrebovali Se:

e (gojitvene plosce s 40 vdolbinami;

e Sotni substrat za setev (Klasmann podgrund H);

e tablice za oznaclitev obravnavanj;

e T-tape cevi za namakanje rastlin;

e ¢rna PE zastirka na gredicah;

e kovinski loki za tunel na katerega smo namestili ¢rno protito¢no mrezo oz. PVC
folijo;

e motika kot pomo¢ pri odstranjevanju plevelov;

e Kkoprena za zascito rastlin ob nizkih temperaturah v zacetku rastne sezone (zacetek
maja);

e papirnate (2011) in plasticne (2012) vrecke za vzorcenje strokov;

e hladilna torba kot zas¢ita vzorcev pred vrocino v ¢asu vzorcenja,

e tehtnica za tehtanje strokov nizkega fiZola;

e prsilka za nanos glive na rastline;

e PVC prekrivka za zagotovitev 100 % vlage (boljSi pogoji za okuzbo);

o fotoaparat.

3.2 METODE DELA
3.2.1 Poskusna zasnova in vzorcenje

3.2.1.1 Zasnova poskusa o vplivu rastnih razmer, zrelosti stroka in kultivarja na vsebnost
nekaterih primarnih in sekundarnih metabolitov v stroku nizkega fiZola

Poskus smo izvedli na Laboratorijskem polju Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani
(46°03' S in 14°31' V, 298 m nad morjem) in je potekal med aprilom in julijem 2011. Tla
na polju so klasificirana kot glei¢ni fluvisol in endogeni¢ni fluvisol in v zgornji plasti (0-
0,3 m) vsebujejo 28 g kg™ organske snovi. Pred zacetkom rastne sezone je bila v zgornji
plasti povpreéna zadetna vsebnost dusika (N) 5,2 mg kg™, fosforja (P) 22 mg kg™ in 28 mg
kg kalija (K). Na gredice smo dodali 105 kg N ha™, 40 kg P ha™, 150 kg K ha ™ in 147
kg kalcija (Ca) ha™ kot kalcijev nitrat, superfosfat in kalijev sulfat (MKGP, 2011). Sledilo
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je klasi¢no uteeno oskrbovanje rastlin z vodo (kaplji¢éno namakanje). V ¢asu poskusa
nismo uporabljali fitofarmacevtskih sredstev za zatiranje bolezni in Skodljivcev.

Slika 18: a) Gojitvene plosée s 40 vdolbinami, b) polnjenje plos¢ s Sotnim substratom Klasmann, ¢) plosée
napolnjene s $otnim substratom Klasmann, d) ro¢na setev semena hizkega fizola v gojitvene plosce.

Figure 18: a) Culture plates with 40 wells, b) filling the plates with peat substrate Klasmann, c) plates filled
with peat substrate Klasmann, d) manual sowing into culture plates.

Da smo skrajsali ¢as do pobiranja pridelka in zagotovili polno zastopanost vseh rastlin na
poskusnih parcelah, smo vzgojili sadike nizkega stro¢jega fizola. Vzgojene so bile v
steklenjaku v gojitvenih plos¢ah s 40 vdolbinami (dimenzije: 51,5 cm x 30 cm x 5 cm,
vsaka celica ima volumen 90 ml, za celo plos¢o potrebujemo 3,6 1 substrata) napolnjenimi
s Sotnim substratom Klasmann.

Slika 19: a) Vznikanje nizkega fiZola, b) enakomeren vznik nizkega fiZola, c) sadike nizkega fiZzola
pripravljene na presajanje.
Figure 19: a) Bean germination, b) uniform bean germination, c) bean seedlings ready for transplanting.

Sadike smo nato ro¢no presadili na sadilne razdalje 0,4 x 0,03 m (gostota sajenja 50 000
rastlin ha™') na dve dvignjeni gredici. Prvo gredico smo prekrili z 1 m $irokim in 15 m
dolgim nizkim tunelom narejenim iz ¢rne protito¢ne mreze (dvojna ¢rna vzdolzna in
dvojna ¢rna preéna vlakna z odesi, 6 x 8 mm, 55g m’, v celoti narejena iz UV stabilizirane
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polietilenske monofilamentne preje), medtem ko druga gredica ni bila pokrita in je
predstavljala kontrolo. Na vsako parcelo smo posadili 45 rastlin, v treh vzporednih
vrsticah.

Pokrito s protitocno mrezo

1 2 3 4 5 6 7 B g 10 11 12 13 14 15 16

BRTPBPRT:BTPRTRB><

Na parceli: 3x15 rastlin=45 rastlin

Brez mrezZe-prosto

1 2 3 4 3 5] 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

BTRPETPBR:BTRPERTBX

Na parceli: 3x15 rastlin=45 rastlin

Legenda:

B=*Berggold’

R=*Re dei burri’

T="Top crop’

P="Paulista’ DolzZina gredice:12 m Velikost parcele: 90 cm x 75 cm

Slika 20: Zasnova poskusa o vplivu rastnih razmer, zrelosti stroka in kultivarja na vsebnost nekaterih
primarnih in sekundarnih metabolitov v strokih nizkega fiZola.

Figure 20: Design of the impact of growing conditions, cultivar and pod maturity on content of some primary
and secondary metabolites in the dwarf Frenchbean pods experiment.

Slika 21: a) Pripravljena gredica za presajanje sadik nizkega fiZola, b) presajenje sadik nizkega fizola na
gredico, c¢) posajene sadike nizkega fiZola, d) pregled in spremljanje rasti sadik nizkega fiZola.

Figure 21: a) Bed for transplanting of bean seedlings, b) transplanting of dwarf French bean seedlings on the
strand, ¢) planted bean seedlings, d) review and bean plants growth monitoring.
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Slika 22: a) Nasad nizkega fiZola, b) namestitev lokov, ki sluZijo kot drZalo protito¢ne mreZe, C) namestitev
protito¢ne mreze nad rastline nizkega fizola (ustvarimo tunel), d) pogled na rastline, ki so pokrite s protitoéno
mreZo, e) rastline Ze zacenjajo s cvetenjem.

Figure 22: a) Dwarf French beans plantation, b) placement of arches which serve as a handle of hailnet cover,
c) placement of hailnet cover over dwarf French bean plants (to create the tunnel), d) the view on the plants
covered with a hailnet, €) dwarf French bean plants are starting to flower.

3.2.1.2 Vzorcenje strokov nizkega fiZola za ugotavljanje vpliva rastnih razmer, zrelosti
stroka in kultivarja na vsebnost nekaterih primarnih in sekundarnih metabolitov v
stroku nizkega fiZzola

Stroke petnajstih rastlin sredinske vrstice smo povzor¢ili 13. julija 2011 (44 dni po
presajanju na polje). Vzor¢ni stroki so bili dveh razli¢nih zrelosti, in sicer mladi stroki, ki
so ravno zaceli z razvojem, dolgi 5-7 cm in Siroki 5-6 mm ter tehnolodko zreli stroki dolgi
11-13 cm in Siroki 10-11 mm. Vsak vzorec namenjen za analizo je bil sestavljen iz 5 do 10
strokov. Stroke smo po kon¢anem vzoréenju hitro zmrznili v tekocem duSiku in skladis¢ili
na -20 °C do opravljanja nadaljnih analiz. Analize vitamina C smo opravili takoj po
pobiranju.

d)

Slika 23: a) Nabiranje vzor¢nih strokov nizkega fizola, b) in ¢) mladi stroki fiZzola in tehnolosko zreli stroki,
d) stroki skrbno shranjeni v dobro oznacenih vre¢kah za vzorcenje.

Figure 23: a) The collection of dwarf French bean sample pods, b) and c¢) young bean pods and
technologically mature pods, d) sampling pods carefully stored in marked bags.
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3.2.1.3 Zasnova poskusa o vplivu okuzbe z glivo Colletotrichum lindemuthianum in
kultivarja na vsebnost nekaterih primarnih in sekundarnih metabolitov v stroku
nizkega fizola

Poskus je potekal na Laboratorijskem polju BiotehnisSke fakultete, Univerze v Ljubljani v
letu 2012. V poskus sta bila vklju¢ena kultivarja ‘Paulista’ (Royal Sluis, Nizozemska) in
‘Berggold’ (Semenarna Ljubljana, Slovenija) kot odporna na Colletotrichum
lindemuthianum ter “Top crop’ (Franchi Sementi, Italija) in ‘Rei dei burri’ (Franchi
Sementi, Italija) kot obcutljiva kultivarja.

‘Re dei burri’ SEVER “Paulista’
“Top crop’ ‘Re dei burri’
‘Paulista’ ‘Berggold’
‘Berggold’ ; ; “Top crop’
o @]
‘Berggold’ ) @ “Top crop’
‘Paulista’ ‘Re dei burri’
“Top crop’ ‘Berggold’
‘Re dei burri’ “Paulista’
‘Berggold’ “Top crop’
“Top crop’ ‘Paulista’
‘Paulista’ ‘Re dei burri’
‘Re dei burri’ %‘ g ‘Berggold’
‘Re dei burri’ | @ @ ‘Berggold’
‘Berggold’ ‘Paulista’
“Top crop’ ‘Re dei burri’
‘Paulista’ JUG “Top crop’

Slika 24: Zasnova poskusa o vplivu okuZbe z glivo Colletotrichum lindemuthianum in kultivarja na vsebnost
nekaterih primarnih in sekundarnih metabolitov v stroku nizkega fiZzola (oranZne podparcele so bile okuzene
z glivo, zelene kontrola).

Figure 24: Design of experiment of the impact of Colletotrichum lindemuthianumon fungus infection and
cultivar on composition of some primary and secondary metabolites in dwarf French bean pods (orange sub-
plots were inokulated with fungus, green were control).
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Seme nizkega stro¢jega fizola smo posejali v gojitvene plosée in vzgojili sadike. Sadike
smo na prosto presadili 9. maja 2012. FiZzol smo sadili v dve vzporedni vrstici, v razdalji 40
cm ena od druge. Razdalja med rastlinami je bila 10 cm. Med okuZenimi in neokuZenimi
gredicami smo pustili 1 m varovalnega prostora. Poskus smo zasnovali v §tirih blokih. V
vsakem bloku smo eno gredico okuzili, druga pa je predstavljala kontrolo. Na vsaki gredici
se je vsak kultivar ponovil le enkrat. Parcela je bila dolga 1m. Za vsak kultivar smo na
parcelo posadili 20 rastlin. Skupno smo posadili 160 rastlin vsakega kultivarja. V vsakem
bloku smo eno gredico ciljno okuZili s 4 sevi glive Colletotrichum lindemuthianum, druga
gredica pa je predstavljala kontrolo.

Slika 25: a) Setev nizkega fiZola, b) sajenje sadik nizkega fizola na polje.
Figure 25: a) Sowing of dwarf French beans, b) planting bean seedlings on field.

Uporabili smo §tiri razli¢ne seve glive C. lindemuthianum, vsak je predstavljal drugacno
raso patogena. Seve smo predhodno identificirali v rase s presajanjem resnosti bolezni na
razli¢nih kultivarjih, glede na sistem predlagan v ¢lanku (Pastor-Corrales, 1991) in dodelili
rasam 23, 55, 103 in 131 (Munda in sod., 2002). 20 dni pred okuzbo smo za vsako raso na
krompirjevem dekstroznem agarju (PDA) vzgojili kolonijo iz ene same spore. Spore smo
nato izloCili iz plos¢ v sterilno destilirano vodo in filtrirali skozi Stiri sloje gaze.
Koncentracijo spor smo preverili s hemacitometrom in pred okuzbo prilagodili na 5x10°
trosov/ml. V ¢asu od 9. do 20. maja smo rastline nizkega fizola pokrili z zas¢itno kopreno
proti zmrzali. Rastlin nismo tretirali s kemi¢nimi pripravki. Umetno okuzbo nizkega
stro¢jega fizola smo izvedli 12. junija. Rastline smo v popoldanskem casu v oblacnem
vremenu poskropili s 4 sevi glive C. lindemuthianum, s koncentracijo trosov 5x10°
trosov/ml. Rastline smo takoj pokrili s tanko PVC prekrivko, da smo zagotovili 100 %
zra¢no vlago in s tem ugodnejSe razmere za okuzbo.
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Slika 26: a) in b) Umetna okuzba rastlin nizkega fizola z glivo Colletotrichum lindemuthianum, ¢) s PVC
folijo smo zagotovili 100 % zra¢no vlago.

Figure 26: a) and b) Artificial infection of dwarf French bean plants with fungus Colletotrichum
lindemuthianum, c¢) with PVC film we ensured 100 % humidity.

Slika 27: a) in b) Simptomi fizolove vdrte pegavosti, c) simptomi bolezni na fiZolovem steblu.
Figure 27: a) and b) Anthracnose on bean pods, ¢) anthracnose on the bean steam.

Naslednji dan dopoldan smo PVC folijo odstranili. V naslednjih dneh smo spremljali
uspesnost okuzbe. Prva vidna bolezenska znamenja so se pojavila 22. junija, to je 10 dni po
okuzbi.

3.2.1.4 Vzorcenje strokov nizkega fiZola za ugotavljanje vpliva okuzbe z glivo
Colletotrichum lindemuthianum in kultivarja na vsebnost nekaterih primarnih in
sekundarnih metabolitov v stroku nizkega fizola

Vse zrele stroke smo pobrali v posameznih vzorcenjih (od 27. junija do 11. septembra) in
sicer 15, 22, 37, 50, 70 in 91 dni po okuZbi. Stroke smo vizualno sortirali na zdrave in na
okuzene. ZabeleZili smo skupno Stevilo strokov, Stevilo zdravih in okuZenih strokov, maso
okuzenih in neokuZenih strokov. Nato smo za vsak kultivar naklju¢no izbrali 40 zdravih
strokov in 40 okuZenih strokov. OkuZzeni stroki so na povrsini imeli veliko peg. Vzor¢ili
smo dva razli¢na dela okuzenih strokov, in sicer zdravo tkivo in okuzeno tkivo. Vzor¢ili
smo tudi tkivo neokuZenih strokov. VVzorce smo takoj zamrznili na -20 °C do nadaljnjega
opravljanja analiz.
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Slika 28: a) Pobiranje strokov nizkega fiZola, b) stroki nizkega fizola pripravljeni na sortiranje, Stetje,
tehtanje in nadalnje delo, c) sortiranje in Stetje strokov.

Figure 28: a) Bean pods harvesting, b) bean pods ready for sorting, counting, weighing and further work, c)
pod sorting and counting.

3.2.2 Analize vzorcev, meritve in statisticne analize

V poskusu o vplivu rastnih razmer, zrelosti stroka in Kkultivarja na vsebnost nekaterih
primarnih in sekundarnih metabolitov v stroku nizkega fizola, smo opravili naslednje
analize oziroma meritve: meritve svetlobe in temperature pod tunelom in na prostem,
ekstrakcijo in analizo sladkorjev in organskih kislin, vitamina C ter skupnih fenolov.

Na vzorcih iz poskusa o vplivu okuzbe z glivo C. lindemuthianum in kultivarja na vsebnost
nekaterih primarnih in sekundarnih metabolitov v stroku nizkega fizola smo opravili
naslednje meritve: ekstrakcijo in analizo sladkorjev in organskih kislin ter posamiénih
fenolnih spojin.

3.2.2.1 Meritve svetlobe in temperature

Merili smo koli¢ino fotosintetsko aktivne osvetlitve (PAR, 400-700 nm) in sicer z LICOR
model 190 SA Quantum senzorjem (Lincoln, NE, USA). Senzorji so bili name$¢eni nad
rastline, na vsaki gredici (pokrito in nepokrito), 0,6 m nad tlemi. Skozi celotno obdobje
poskusa (maj-julij) so bile vsako uro za vsako obravnavanje narejene Stiri meritve.

Za opis vremenskih podatkov in prekritost neba z oblaki, smo uporabili podatke z
Ljubljanske meteoroloske postaje (ARSO, 2012), ki je od poskusnega polja oddaljena 3,7
km zra¢ne razdalje. Za ocenitev zmanjSanja fotosintetsko aktivne osvetlitve pod protito¢no
mrezo, smo opravili dnevni seStevek PAR pod mrezo (PARmreza) in PAR na prostem
(PARprosto) in tudi razliko med njima (PARprosto-PARmreza) Za 0bdobje od maja do julija.

Temperature zraka na prostem in pod protito¢no mrezo smo merili skozi celo vegetacijsko
dobo s pomocjo termometra S spominom (Voltcraft DL-120TH) names$¢enim na sredini
gredice 0,6 m nad tlemi in tik nad rastlinami. Kot prikaz mikroklimatskih razmer med
potekom poskusa, smo izmerili povpreéne dnevne temperature ter temperaturni minimumi
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in maksimumi. Iz relativnih razlik v temperaturah na prostem in pod ¢rno protitocno
mreZo, Smo izracunali znizanje temperature pod protito¢no mrezo.

Analiza primarnih in sekundarnih metabolitov je obsegala identifikacijo spojine in meritev
njene koncentracije.

3.2.2.2 Ekstrakcija in analiza sladkorjev in organskih kislin

Stroke nizkega fizola smo sesekljali na manjSe koScke, zatehtali 10 g, prelili z 25 ml
bidestilirane vode in homogenizirali z T-25 Ultra-Turrax (lka-Labortechnik, Stauden,
Germany). Vzorce smo med stalnim meSanjem pustili pol ure na sobni temperaturi
(ekstrakcija), nato smo vzorce centrifugirali na 12 000 obratov na minuto (obr/min) za 7
minut na 4 °C (Eppendorf Centrifuge 5810R, Hamburg, Germany). Supernatant smo
prefiltrirali skozi 0,45 um filter (Macherey-Nagel, Dlren, Germany) v vijale in jih zmrznili
na -20 °C. Kasneje je sledila analiza po metodi opisani v ¢lanku (Sturm in Stampar, 1999),
s tekocCinsko kromatografijo visoke loc¢ljivosti (HPLC; Thermo Scientific, Finnigan Spectra
System, Waltham, MA, USA). Za vsako analizo smo uporabili 20 ul vzorca. Analize
sladkorjev smo izvedli z uporabo Rezex RCM-monosaharid kolono (300 x 7.8 mm;
Phenomenex, Torrance, CA) z pretokom 0,6 ml min ™ in kolono ogrevano na 65 °C. Za
mobilno fazo smo uporabili bidestilirano vodo in RI detector za identifikacijo. Organske
Kisline smo analizirali z Rezex ROA-organic acid kolono (300 x 7.8 mm; Phenomenex,
Torrance, CA) in UV detektorjem nastavljenim na 210 nm z pretokom 0,6 ml min™, kolona
je bila ogreta na 65 °C. Za mobilno fazo smo uporabili 4 mM Zveplovo kislino (H2SO,).
Koncentracije sladkorjev in organskih kislin smo dolo¢ili s pomocjo pripadajo¢ih
standardov. Koncentracije smo podali v g kg™ sveZe mase.

Q)

Slika 29: a) Sekljanje strokov nizkega fizola, b) prelitje sesekljanih strokov s 25 ml bidestilirane vode, c)
homogeniziranje z ultraturraxom, d) stresanje na stresalniku za 30 minut.

Figure 29: a) Chopping dwarf French bean pods, b) chopped pods coated with 25 ml of bi-distilled water, c)
homogenising of semple with ultraturrax, d) shaking on a shaker for 30 minutes.
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Slika 30: a) Prelivanje vsebine v centrifugirko, b) centrifugiranje (7 min, 12 000 obr/min, 4 °C), c) filtriranje
supernatanta skozi rumen celulozen 0,45 um filter, d) shranjevanje vzorcev v vialah na -20 °C do opravljanja
analiz.

Figure 30: a) Moving the content in a centrifuge tube, b) centrifugation (7 min, 12 000 rpm/min, 4 °C), ¢)
filtering the supernatant through a yellow cellulosic 0,45 um filter, d) storing the samples in vials at -20 °C
up to carry out the analyzes.

3.2.2.3 Ekstrakcija in analiza vitamina C

Stroke smo sesekljali na majhne kosScke, zatehtali 2,5 g vzorca in ga prelili z 5 ml 2 %
metafosforne kisline in ga strli v terilnici. Vzorce smo pustili pol ure na sobni temperaturi
(ekstrakcija) in jih nato centrifugirali na 10 000 obr/min za 5 minut na 4 °C (Eppendorf
Centrifuge 5810R, Hamburg, Germany). Supernatant smo prefiltrirali skozi 0,45 pm
celulozni miks ester filter (Macherey-Nagel, Diiren, Germany) v vijale in analizirali z
tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC; Thermo Scientific, Finnigan Spectra
System, Waltham, MA, USA), kot je bilo zapisano v ¢lanku (Mikulic-Petkovsek in sod.,
2013). Locitev askorbinske kisline je potekala z Rezex ROA-organic acid H+ (8 %) kolono
(300 mmx7.8 mm) proizvajalca Phenomenex. Temperaturo kolone smo vzdrzevali na 20
°C. Za indentifikacijo smo uporabili UV detector nastavljen na 245 nm. Mobilna faza je
bila 4 mM Zveplova kislina in bidestilirana voda z pretokom 0,6 ml min*. Analiza je bila
dolga 30 minut. Koncentracije askorbinske Kkisline smo preracunali s pomocjo
pripadajodega standarda in izrazili v mg kg™sveZe mase.

3.2.2.4 Ekstrakcija in analiza skupnih fenolov

Stroke smo sesekljali na majhne koScke, zatehtali 5 g vzorca, prelili z 10 ml 100 %
metanola in ekstrahirali 1 uro v ultrazvocni ledeni kopeli (0 °C). Vzorce smo centrifugirali
7 minut na 12 000 obr/min na 4 °C. Supernatant smo prefiltirali skozi Chromafil AO-45/25
poliamidni filter (Macherey-Nagel) v vijale. Skupne fenole smo dolocili s pomoc¢jo metode
s Folin-Ciocalteu reagentom (Singleton in Rossi, 1965). 100 ul vzorca smo dodali 6 ml
bidestilirane vode in 500 ul Folin-Ciocalteu reagenta, nato smo vzorec pustili stati od 8
sekund do 8 minut na sobni temperature in dodali 1,5 ml natrijevega bikarbonata (20 %
w/v Na,COs) ter 1,9 ml bidestilirane vode. VVzorce smo nekoliko pretresli in jih pustili stati
30 minut na 40 °C. Nato smo pomerili absorbanco na 765 nm na Lambda Bio 20 UV/VIS
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spektrafotometru (Perkin Elmer, Waltham, MA). MeSanico vode in reagentov smo
uporabili kot slepi vzorec. Enako proceduro smo opravili na raztopinah z razli¢no
koncentracijo galne kisline in naredili standardno krivuljo. Vsebnost skupnih fenolov smo
izrazili v ekvivalentih galne kisline (GAE) v mg kg 'sveZe mase.

Slika 31: a) Drobno sekljanje strokov nizkega fiZola, b) prelitje vzorca z 10 ml 100 % metanola, ¢) vzorci
potopljeni v ultrazvoéno kopel (pri 0 °C) za eno uro, d) filtriranje supernatanta skozi 0,45 um poliamidni
filter v vijale, e) shranjevanje vzorce v vialah v zamrzovalniku na -20 °C do opravljanja nadalnjih analiz.
Figure 31: a) Finely chopping of dwarf French bean pods, b) covering the sample with 10 ml of 100 %
methanol, ¢) the samples are immersed in an ultrasonic bath (at 0 °C) for one hour, d) filtering the
supernatant through a 0,45 um polyamide filter in to viale, €) storing samples in vials in a freezer at -20 °C
up to further analyzes.

3.2.2.5 Ekstrakcija in analiza posamié¢nih fenolov

Ekstrakcija je potekala kot je opisano v literaturi (Mikulic-Petkovsek in sod., 2007) z nekaj
modifikacijami. Zmrznjene vzorce smo sesekljali na majhne kosc¢ke in jih strli v terilnici z
dodatkom tekocega dusika. Zatehtali smo 5 g vzorca in ga prelili z 10 ml metanola, ki je
vseboval 1 % (w/v) 2,6-di-tertbutil-4-metilfenol (BHT) in eno uro ekstrahirali v ledeni
ultrazvoc¢ni kopeli. BTH smo dodali, da smo preprecili oksidacijo. Po koncani ekstrakciji
smo ekstrakte centrifugirali 10 minut na 12 000 obr/min. Supernatant smo prefiltrirali
skozi Chromafil AO-20/25 poliamidni filter (Macherey-Nagel) v vijale. Fenolne spojine
smo analizirali na Thermo Finnigan Surveyor HPLC sistemu (Thermo Scientific, San Jose,
USA) z detektorjem na 280 nm in 350 nm. Spekter spojin smo snemali med 200 in 600
nm. Uporabili smo Gemini C18 (150 x 4.6 mm, 3 um; Phenomenex, Torrance, USA)
kolono ogreto na 25 °C. Mobilna faza sta bila 0,1 % mravlji¢na kislina (A) in 100 %
acetonitril (B). Vzorci so potovali z linearnim gradientom: 0-5 min, 3-9 % B; 5-15 min, 9-
16 % B; 15-45 min,16-50 % B; 45-50 min, 50 % izokrati¢no (Marks in sod., 2007) in
konéno bili izprani z kolone. Injicirali smo 20 ul vzorca, pretok pa je bil 0,6 ml min™.Vse
fenolne spojine smo identificirali s pomoc¢jo masnega spektrometra (Thermo Scientific,
LCQ Deca XP MAX). Volumen injiciranja je bil 10 pl, pretok je bil 0,6 ml min™.
Temperatura kapilare je bila 250 °C, napetost je bila 4 kV. Spektralne podatke smo
obdelali s pomoc¢jo Excalibur programske opreme (Thermo Scientific). ldentifikacijo
spojin smo izvedli s primerjavo retencijskih ¢asov in absorbcijskega maksimuma v UV
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spektru in tudi z dodajanjem standardne raztopine k vzorcu in s fragmentacijo.
Koncentracije fenolnih snovi smo izracunali iz povrSin vzorca in pripadajocega standarda
in izrazili v pug 100 g sveZe snovi strokov. Za spojine, ki nimajo standarda smo
kvantifikacijo izvedli tako, da smo kot standard uporabili podobne spojine (Preglednica 3).

Preglednica 3: Identificirane fenolne spojine v okuZenih in neokuZenih strokih nizkega fiZzola z glivo
Colletotrichum lindemuthianum §tirih razli¢nih kultivarjev (‘Paulista’, ‘Berggold’, ‘Rei dei burri’,*Top
crop’), z navedeno valovno dolZino identificiranja, uvrstitvijo spojin v skupine in navedeno snovjo v
ekvivalentih katere je bila izrazena posamezna fenolna spojina.
Table 3: Identified phenolic compounds in infected and uninfected dwarf French bean pods with fungus
Colletotrichum lindemuthianum of four different cultivars (‘Paulista’, ‘Berggold’, ‘Rei dei burri’, “Top
crop’), with stated identification wave length, classification of compounds in to the groups and stated

substance equivalents in which individual phenolic compounds were expressed in.

Valovna dolZina

Skupina (nm) Identificirana fenolna spojina Vsebnost izrazena kot
280 Vanilna kislina-heksoza Klorogenska kislina
280 Vanilna kislina-pentozil heksoza  Klorogenska kislina
280 p-kumaroil aldari¢na kislina 1 p-kumarna Kislina
280 p-kumaroil aldari¢na kislina 2 p-kumarna Kislina
280 p-kumaroil aldari¢na kislina 3 p-kumarna Kislina
280 p-kumaroil aldari¢na kislina 4 p-kumarna Kislina
280 p-kumaroil aldari¢na kislina 5 p-kumarna Kislina
280 p-kumaroil aldari¢na kislina 6 p-kumarna Kislina
Derivati 280 Sinapoil ramnozid 1 Klorogenska kislina
hidroksicimetnih 280 Sinapoil ramnozid 2 Klorogenska kislina
kislin 280 Sinapié¢na kislina-ramnozid 1 Klorogenska kislina
280 Sinapi¢na kislina-ramnozid 2 Klorogenska kislina
280 Kavna kislina-heksoza Kavna kislina
280 Feruloil aldari¢na kislina Klorogenska kislina
280 Feruloil aldari¢na kislina 1 Klorogenska kislina
280 Feruloil aldari¢na kislina 2 Klorogenska kislina
280 Feruloil aldari¢na kislina 3 Klorogenska kislina
280 Feruloil aldari¢na kislina 4 Klorogenska kislina
280 Klorogenska kislina Klorogenska kislina
280 Floretin heksoza Floridzin
280 Floretin diheksoza Floridzin
280 Floretin pentozil heksoza Floridzin
280 Floretin-C-diglikozid Floridzin
280 Floridzin-C-diglikozid 1 Floridzin
Dihidrohalkoni 350 Floridzin-C-diglikozid 2 Kvercetin-3-O-glukozid
350 Floridzin acetil diheksoza Kvercetin-3-O-glukozid
350 Floretin malonil-C-diglikozid Kvercetin-3-O-glukozid
350 Floretin pentozil heksozid Kvercetin-3-O-glukozid
350 Floretin acetil heksoza Kvercetin-3-O-glukozid
350 Floretin-C-diglikozid Kvercetin-3-O-glukozid
280 Procianidin dimer 1 Procianidin B1
Flavanoli 280 Procianidin trimer Procianidin B1
280 Katehin Katehin
350 Procianidin dimer 2 Kvercetin-3-0-glukozid

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 3. Identificirane fenolne spojine v zdravih in okuZenih strokih nizkega fiZola z
glivo Colletotrichum lindemuthianum §tirih razli¢nih kultivarjev (‘Paulista’, ‘Berggold’, ‘Rei dei

burri’,*Top crop’), z navedeno valovno dolZino identificiranja, uvrstitvijo spojine v skupino in navedeno
snovjo v ekvivalentih katere je bila izraZena posamezna fenolna spojina.

Valovna dolzina

Skupina (nm) Identificirana fenolna spojina Vsebnost izraZzena kot
280 Kempferol diheksoza Klorogenska kislina
280 Kempferol heksozil rutinozid Klorogenska kislina
280 Dihidrokempferol heksoza Klorogenska kislina
280 Dihidrokempferol diheksoza Klorogenska kislina
280 Kvercetin heksozil rutinozid Klorogenska kislina
350 Kvercetin-3-O-glukozid Kvercetin-3-O-glukozid
350 Kvercetin-3-O-rutinozid Kvercetin-3-O-rutinozid
350 Kvercetin ksilozil rutinozid Kvercetin-3-O-glukozid
350 Kvercetin-3-O-vicianozid Kvercetin-3-O-glukozid
350 Laricitrin Kvercetin-3-O-glukozid
350 Makiain acetil heksoza Kvercetin-3-O-glukozid
350 Makiain heksoza Kvercetin-3-O-glukozid
350 Dihidrokempferol heksoza Kvercetin-3-O-glukozid

Flavonoli 350 Kempferol heksozil rutinozid Kempferol-3-O-glukozid
350 Kempferol ksilozil rutinozid Kempferol-3-O-glukozid
350 Kempferol-3-O-rutinozid Kempferol-3-O-glukozid
350 Kempferol-3-O-glukozid Kempferol-3-O-glukozid
350 Kempferol ramnozil heksoza Kempferol-3-O-glukozid

heksoza
350 Kempfe_rol pentozid heksozid Kempferol-3-O-glukozid
ramnozid
350 Kempferol-3-O-acetil heksoza Kempferol-3-O-glukozid
350 P‘1<e ekTS:?(;OI acetil heksozid Kempferol-3-O-glukozid
350 Kempferol-3-O-heksozid Kempferol-3-O-glukozid
350 Izoramnetin ksilozil rutinozid Izoramnetin-3-O-glukozid
350 Izoramnetin-3-O-rutinozid Izoramnetin-3-O-glukozid
280 Naringenin diheksoza Naringenin
280 Naringenin heksoza Naringenin
. 280 Naringenin heksoza 1 Naringenin

Flavanoni 280 Naringenin heksoza 2 Naringenin
280 Naringenin heksoza 3 Naringenin
280 Naringenin heksoza 4 Naringenin
280 Formononetin heksoza 1 Klorogenska kislina
280 Formononetin heksoza Klorogenska kislina
280 Daidzein heksoza 1 Klorogenska kislina

Izoflavoni 350 Formononetin heksoza 3 Kvercetin-3-O-glukozid
350 Formononetin heksoza 2 Kvercetin-3-O-glukozid
350 Daidzein heksoza 2 Kvercetin-3-O-glukozid
350 Afrormozin heksoza Kvercetin-3-O-glukozid
280 Apigenin heksoza 1 Klorogenska kislina

Elavoni 280 Ger_1iste_in d_iheksoza Klorogenska kislina
350 Apigenin diheksoza Kvercetin-3-O-glukozid
350 Apigenin heksoza 2 Kvercetin-3-O-glukozid
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3.2.2.6 Statisti¢ne analize

Poskus o vplivu rastnih razmer, zrelosti strokov in kultivarja na vsebnost nekaterih
primarnih in sekundarnih metabolitov v strokih nizkega fizola smo obravnavali kot split-
split plot poskus s temi dejavniki v Stirih nakljuénih ponovitvah. Prvi dejavnik ‘pokritost’
je imel dva nivoja in sicer gredice pokrite z mreZo ter nepokrite (kontrola), drugi dejavnik
‘kultivar’ je imel Stiri nivoje (‘Berggold’, ‘Re dei burri’, “Paulista’, “Top crop’) in tretji
dejavnik ‘zrelost stroka’ je imel dva nivoja, in sicer mladi in zreli stroki. Zaradi
nepri¢akovano nizkega vznika semen kultivarja ‘Paulista’ smo pri tem kultivarju v
statistino analizo vkljuéili le tri in ne Stiri ponovitve. Za ocenitev fiksnih in naklju¢nih
dejavnikov v poskusu, za vsako merjeno spremenljivko (sladkorji, organske Kisline,
vitamin C in skupni fenoli) smo uporabili linearne meSane modele (LMM) (Pinheiro in
Bates, 2002). Dva naklju¢na dejavnika predstavljata naklju¢ni vpliv glavne gredice in
nakljuéni vpliv pod-gredice. Z LMM smo ocenili sedem fiksnih vplivov: trije glavni
dejavniki, tri dvojne interakcije in trojna interakcija. Kontraste smo uporabili za
ugotavljanje statisti¢éno znacilne razlike med povprecji, Kjer je to bilo potrebno. Statisti¢no
analizo podatkov smo opravili s pomocjo programa R (R Core Team, 2013).

Poskus o vplivu okuzbe z glivo Colletotrichum lindemuthianum in Kkultivarja na vsebnost
nekaterih primarnih in sekundarnih metabolitov smo obravnavali kot poskus z dvema
dejavnikoma. Prvi glavni dejavnik ‘okuzenost’ je imel dva nivoja in sicer okuZene gredice
in neokuzene (kontrolne) gredice, drugi glavni dejavnik ‘kultivar’ pa je imel Stiri nivoje in
sicer ‘Berggold’, ‘Re dei burri’, “Paulista’ in ‘Top crop’. Zbrane podatke smo z
racunalniskim programom Microsoft Excel 2007 uredili v preglednice in oblikovali
ustrezne grafikone. Statisticno obdelavo podatkov smo naredili s program Statgraphics
Centurion XVLII (StatPointTechnologies, 2013). Najprej smo preverili enakost varianc.
Statisticno analizo podatkov smo naredili z analizo variance (ANOVA) pri 95 % stopnji
zaupanja. Statisticno znacilne razlike med obravnavanji smo ugotavljali s pomocjo testa
mnogoterih primerjav (Duncanov preizkus) z upoStevanim 5 % tveganjem. Rezultati
meritev so prikazani v preglednicah ali slikah kot povpre¢ne vsebnosti s + standardno
napako. Statisticno znacilne razlike smo oznacili s ¢rkami. Obravnavanja oznalena z
razliénimi ¢rkami se statisticno znacilno razlikujejo (a,b,c...), obravnavanja pri katerih
nismo ugotovili statisti¢no znacilne razlike so oznacena z isto ¢rko.
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4 REZULTATI

41 REZULTATIPOSKUSA O VPLIVU RASTNIH RAZMER, ZRELOSTI STROKA
IN KULTIVARJA NA VSEBNOST NEKATERIH PRIMARNIH IN
SEKUNDARNIH METABOLITOV V STROKU NIZKEGA FIZOLA,
LJUBLJANA, 2011

4.1.1 Fotosintetsko aktivna osvetlitev in temperaturne razmere tekom poskusa

4.1.1.1 Fotosintetsko aktivna osvetlitev

Med 25. majem in 30. julijem je bila povpreéna dnevna fotosintetsko aktivna osvetlitev
(PAR) pod mreZo 325,8 pmol m2s™* (priblizno 41,2 mol m2d™) in 734,3 pmol m%™
(priblizno 85 mol m2d™*) na prostem. Ugotovili smo zmanj$anje PAR pod mrezo za
povprecno 49,8 do 61 % (pri 95 % intervalu zaupanja), v primerjavi s PAR na prostem.
ZmanjSanje PAR je bilo nekoliko vecje v oblaénih dneh (41-86 %) v primerjavi s sonénimi
dnevi, ko je zmanjSanje PAR pod mrezo znaSalo v povprecju od 34-75 %. PodrobnejSa
dnevna gibanja PAR, globalnega son¢nega obsevanja in relativne razlike v zmanjSanju
PAR so prikazana na sliki 24. ZmanjSanje PAR pod mrezo je bilo vecje zjutraj in v
poznem popoldnevu, ko je bila globalna osoncenost nizka v primerjavi z osonc¢enostjo med
12. in 15. uro. V son¢nih dneh se je zmanjSanje PAR gibalo med 34-75 % in sicer
zmanjsanje je bilo manjSe zjutraj, vecje pa popoldne, ko se je globalno son¢no obsevanje
zmanjsalo.
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Slika 32: Dnevne krivulje fotosintetsko aktivne osvetlitve PAR (umol m?s™) pod vplivom pokritosti s
protito&no mreZo ali nepokritosti, globalno sonéno obsevanje (W m) (prikazano s stolpci) in relativne
razlike v zmanjSanju PAR (rel. razl.=(PARprosto-PARmreza)/PARprosto) (pikasta ¢rta) na son¢ne in obla¢ne
dni v juniju in juliju 2011.

Figure 32: Diurnal curve of photosynthetic active radiation (PAR) (umol m's™) affected with hailnet cover
or uncoverd, total global irradiation (W m) (column) and relative differences of PAR reduction (rel. diff. =
(PARout-PARhail net)/PARout) (dotted line) on a sunny and cloudy days in June and July 2011.

4.1.1.2 Temperaturne razmere

V naSem poskusu so se minimalne in maksimalne temperature na nepokritih gredicah
gibale med 9 in 20 °C ter 22 in 36 °C (Slika 33). Povpre¢na dnevna temperatura se je od
konca maja do prve polovice junija stalno spreminjala in sicer med 14 in 21 °C. Po 15.
juniju se je zacCela dvigovati in je ob koncu poskusa dosegla 28 °C. Uporaba ¢rne
protitoéne mreze je povprecno dnevno temperaturo znizala za 1,85 = 0,19 °C in
maksimalno dnevno temperaturo za 2,39 + 0,37 °C, kar v obeh primerih pomeni 8-10 %
zmanjSanje. Vpliv uporabe ¢rne protitocne mreZze na minimalno temperaturo je bil
drugacen, in sicer je povzro¢il tako zmanjSanje kot tudi povec¢anje minimalne temperature.
Na dneve z minimalno temperaturo (okrog 9 °C, to je bilo 28. in 29. maja, 20. junija in 3.
julija, je pokritost z mrezo vplivala na dvig temperature. Kadar je minimalna temperatura
dosegla 14 °C je imela uporaba mreze obraten vpliv in tako so bile minimalne temperature
pod mrezo nizje v primerjavi s tistimi na odprtem polju.
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Slika 33: Maksimalne, minimalne in povpreéne dnevne temperature pod mreZo in na odprtem polju tekom
poskusa.

Figure 33: Maximum, minimum and mean daily temperatures under the black hail net and on open field
during the experiment.

4.1.2 Vsebnost nekaterih primarnih in sekundarnih metabolitov v strokih nizkega
fizola glede na rastne razmere, zrelost stroka in kultivar

4.1.2.1 Vsebnost sladkorjev v strokih nizkega fizola glede na rastne razmere, zrelost
stroka in kultivar

Vodilni sladkor v strokih nizkega fiZola je fruktoza, sledi ji glukoza in saharoza z
najmanjsim delezem (Slika 34).

Podatki za posamezne sladkorje, organske kisline, vitamin C in skupne fenole za mlade in
zrele stroke nizkega fizola Stirih razli¢nih kultivarjev, gojenih pod protito¢no mrezo in na
prostem so predstavljeni v preglednici 4 in 5 in slikah 34, 35 in 36.



42

Logar M. Vsebnost ... metabolitov v strokih ... fiZzola ... okuZenih z glivo Colletotrichum lindemuthianum ... Cavara.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

100%
90%
80%
70%
60%
2% 0 Saharoza
40% B  Glukoza
30% W Fruktoza
20%
10%
0% ! . . . . . . . - . . - - - . - .
m. zz. mhL z.. mh zr. ml zr. ml zr. ml zr. mlL zr. ml oz

mreza prosto mreza prosto mreza prosto mreza prosto

Povpreéni delez

'‘Berggold' 'Re dei burri' 'Paulista’ "Top crop'

Slika 34: Povpreéna sestava sladkorjev v strokih nizkega fiZola glede na rastne razmere, zrelost stroka in
kultivar.

Figure 34: Average composition of sugars in dwarf French bean pods depending on the cultivar, growing
conditions and pod maturity.

Vsebnost fruktoze

Na vsebnost fruktoze v strokih nizkega fizola so imeli mreza, kultivar in zrelost stroka
znacilen vpliv, to pa velja tudi za interakcijo mreze in kultivarja ter kultivarja in zrelosti.
Mladi pokriti in nepokriti stroki vseh kultivarjev, razen ‘“Top crop’ so imeli v povpre¢ju
veéjo vsebnost fruktoze kot zreli stroki. Uporaba mreze je znacilno zmanjSala povprecno
vsebnost fruktoze v strokih kultivarja ‘Berggold’ obeh zrelosti ter mladih strokih kultivarja
‘Paulista’. Na ostala obravnavanja uporaba mreze ni imela vpliva (Preglednica 4).

Vsebnost glukoze

Mreza, kultivar in zrelost so imeli znacilen vpliv na vsebnost glukoze v strokih fizola,
enako velja tudi za interakcijo mreze in kultivarja ter kultivarja in zrelosti. Mladi pokriti in
nepokriti stroki vseh kultivarjev, razen ‘Top crop’ so imeli v povpre¢ju ve¢jo vsebnost
glukoze kot zreli stroki. Uporaba mreze je znacilno zmanjSala povprecno vsebnost glukoze
v strokih kultivarja ‘Berggold’ obeh zrelosti ter mladih strokih kultivarja ‘Paulista’. Na
ostala obravnavanja uporaba mreze ni imela vpliva (Preglednica 4).
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V/sebnost saharoze

Na vsebnost saharoze v strokih nizkega fizola so imeli znacilen vpliv kultivar in zrelost ter
njuna interakcija. Uporaba mreZe ni imela znacilnega vpliva na vsebnost saharoze. V vseh
primerih razen pri strokih pokritih rastlin kultivarja ‘Bergold’ je bila povpre¢na vsebnost
saharoze v zrelih strokih vecja kot v mladih strokih (Preglednica 4).

Preglednica 4: Povpre¢na vsebnost (X) in standardna napaka (Se) za fruktozo, glukozo in saharozo (g kg™
sveZe mase) v strokih nizkega fiZzola glede na rastne ramere, zrelost stroka in kultivar in analize variance za
linearno meSane modele.

Table 4: Average content (x) and standard error (Se) of fructose, glucose and sucrose (g kg™ fresh weight) in
dwarf French bean pods depending on the cultivar, growing conditions and pod maturity and the analysis of

variance (ANOVA) for linear mixed models.

Fruktoza (g kg™)

Glukoza (g kg™)

Saharoza (g kg™)

Kultivar Mreza Zrelost
n X Se X Se X S
d mladi 4 6,42 0,37 c 4,65 0,27 c 0,24 0,13 d
a
zreli 4 3,45 0,17 d 2,65 0,15 d 0,77 0,33 d
‘Berggold’ .
mladi 4 11,10 2,05 b 9,63 1,95 b 0,17 0,05 d
ne
zreli 4 5,93 0,69 c 4,86 0,58 c 1,63 0,52 c
d mladi 4 12,52 1,20 b 9,57 0,93 b 0,05 0,01 d
a
zreli 4 5,20 043 «cd 391 0,36 «cd 2,50 0,30 ab
‘Re dei burri’
mladi 4 12,24 1,03 b 10,14 0,85 b 0,07 0,02 d
ne
zreli 4 6,94 0,36 c 5,38 0,27 c 2,14 0,40 bc
d mladi 3 11,80 1,57 b 9,10 0,89 b 0,05 0,01 d
a
zreli 3 4,69 051 «cd 3,68 040 «cd 3,06 0,75 a
‘Paulista’
mladi 3 17,86 0,95 a 13,88 0,62 a 0,05 0,00 d
ne
zreli 3 6,85 0,65 c 5,33 0,53 c 2,90 0,30 a
d mladi 4 5,23 0,18 «cd 3,75 012 «cd 0,17 0,09 d
a
zreli 4 4,99 031 «cd 3,63 024 cd 1,60 0,07 bc
“Top crop’
mladi 4 7,45 0,75 c 5,39 0,53 c 0,01 0,00 d
ne
zreli 4 6,58 028 «cd 4,71 0,18 «cd 2,15 0,47 bc
ANOVA Fruktoza Glukoza Saharoza
MreZa > > ns
Kultivar e e >
Zrelost *kk *kk *kk

Mreza x Kultivar
Mreza x Zrelost

Kultivar x Zrelost

Mreza x Kultivar x Zrelost

ns

*kKk

ns

ns

*kKk

ns

ns

ns

*k*k

ns

Med enakimi ¢rkami ni statistiéno zna¢ilnih razlik med obravnavanji p< 0,05.

V ANOVA tabeli so dejavniki in njihove interakcije zna¢ilni pri: *** p< 0,001, ** p< 0,01, * p< 0,05 ali p< 0,1, ns-ni znacilnih razlik



44

Logar M. Vsebnost ... metabolitov v strokih ... fiZzola ... okuZenih z glivo Colletotrichum lindemuthianum ... Cavara.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

4.1.2.2 Vsebnost organskih kislin v strokih nizkega fizola glede na rastne razmere, zrelost
stroka in kultivar

V strokih nizkega fizola smo nasli 4 organske kisline: najve¢ je bilo jabol¢ne kisline,
sledila je citronska kislina, Sikimske in fumarne kisline je bilo najmanj (Preglednica 5).

Vsebnost jaboléne kisline

ANOVA je pokazala statisti¢no znacilen vpliv zrelosti strokov in interakcije med vplivom
mreze in zrelosti stroka na vsebnost jabol¢ne kisline. Povprecna vsebnost jabol¢ne kisline
je skozi proces dozorevanja stroka padala v vseh obravnavanjih, razen pri nepokritih
kultivarjih ‘Re dei burri’ in ‘Paulista’. Interakcija med vplivom mreze in zrelosti
(Preglednica 5) se kaze kot znacilno vecja vsebnost jabol¢ne kisline v mladih strokih
pokritih rastlin v primerjavi z nepokritimi rastlinami pri vseh kultivarji razen “Top crop’,
kjer nismo nasli znacilnih razlik.

Vsebnost citronske Kisline

Pri analizi citronske kisline je ANOV A pokazala znacilen vpliv kultivarja in zrelosti stroka
ter njune interakcije. Pri mladih strokih smo opazili statisticno znacilne razlike v vsebnosti
citronske kisline med kultivarji. Pri zrelih strokih to ne velja. VVsebnost citronske kisline v
strokih nepokritih rastlin se je znacilno zmanjSala z dozorevanjem strokov pri kultivarjih
‘Berggold’ in “Top crop’ (Preglednica 5).

Vsebnost Sikimske kisline

Za Sikimsko Kislino smo ugotovili znacilen vpliv Kultivarja in zrelosti stroka. V mladih
strokih skoraj vseh obravnavanj je bila vsebnost Sikimske kisline vec¢ja kot v zrelih strokih
(Preglednica 5).

Vsebnost fumarne kisline

Za fumarno kislino smo ugotovili trojno interakcijo. Dozorevanje stroka povzroca znacilno
zmanjSanje vsebnosti fumarne kisline v strokih rastlin pokritih z protitoéno mrezo.

Medtem, ko se vsebnost v nepokritih strokih povecuje z dozorevanjem stroka (Preglednica
5).
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Preglednica 5: Povpre¢na vsebnost (X) in standardna napaka (Se) jaboléne, citronske, Sikimske in fumarne
kisline (g kg™ sveZe mase) v strokih nizkega fizola glede na rastne razmere, zrelost stroka in kultivar ter
analiza variance (ANOVA) za podatke.

Table 5: Average content (x) and standard error (Se) of malic, citric, shikimic and fumaric acid (g kg™ fresh
weight) in dwarf French bean pods depending on the cultivar, growing conditions and pod maturity and the
analysis of variance (ANOVA) for the data.

Jabol¢na k. Citronska k. Sikimska k. Fumarna k.
Kultivar Mreza Zrelost (gkg?) (g kg) (g k) (g kg)
X S X S X S X Se
d mladi 3,38 0,33 a 1,04 0,15 a 0,42 0,08 b 0,23 0,01 a
a
zreli 1,80 006 ¢ 065 006 b 017 002 ¢ 016 0,01 c
‘Berggold’
mladi 2,73 0,06 b 1,00 0,03 a 0,40 0,02 b 0,18 0,02 c
ne
zreli 1,90 019 ¢ 063 00 b 019 002 ¢ 035 0,03 a
d mladi 3,31 0,36 a 0,67 0,08 b 0,49 0,04 b 0,19 0,02 bc
a
zreli 2,14 005 ¢ 0,65 003 b 024 001 ¢ 016 0,02 c
‘Re dei burri’
mladi 2,28 0,21 c 0,59 0,06 b 0,28 0,05 c 0,26 0,01 b
ne
zreli 1,93 007 ¢ 058 003 b 022 002 ¢ 033 0,01 a
d mladi 3,63 060 a 042 009 b 038 006 b 020 0,01 bc
a
zreli 2,11 0,03 c 0,43 0,03 b 0,17 0,01 c 0,12 0,01 d
‘Paulista’
mladi 2,65 031 b 062 008 b 049 004 b 022 0,01 b
ne
zreli 2,99 0,11 b 0,72 0,05 b 0,23 0,03 c 0,24 0,02 b
d mladi 3,36 008 a 073 004 b 054 001 a 012 0,01 d
a
zreli 2,06 0,09 c 0,61 0,07 b 0,27 0,01 c 0,09 0,00 d
“Top crop’ )
mladi 3,74 092 a 09 015 a 0,65 015 a 017 0,02 c
ne
zreli 1,76 0,08 c 0,54 0,05 b 0,25 0,02 c 0,18 0,01 c
ANOVA
Mreza ns ns ns Fkx
Kultivar ns > > o
Zre|05t *kk *kk *kk ns
MreZa x Kultivar ns ns ns *
MreZa x Zrelost * ns ns il
Kultivar x Zrelost ns > ns >
ns ns Fkx

MreZa x Kultivar x Zrelos ns

Med enakimi ¢rkami ni statisti¢no znacilnih razlik med obravnavanji p< 0,05.
V ANOVA tabeli so dejavniki in njihove interakcije znacilni pri: *** p< 0,001, ** p< 0,01, * p< 0,05 ali p< 0,1, ns-ni znacilnih razlik

4.1.2.3 Vsebnost vitamina C v strokih nizkega fizola glede na rastne razmere, zrelost
stroka in kultivar

Na vsebnost vitamina C so imeli statisti¢no znacilen vpliv vsi trije glavni vplivi (kultivar
p=0,0003, mreza p=0,0036 zrelost stroka p=0,0000). Pokritost s protitono mrezo je
povzrocila manjSo vsebnost vitamina C v strokih obeh zrelosti. Povpre¢na vsebnost
vitamina C v strokih vseh Stirih kulivarjev, je bila ve¢ja v zrelih strokih kot v mladih
strokih. Med kultivarjema ‘Berggold” in ‘Paulista’ ni bilo znacilnih razlik v vsebnosti
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vitamina C, medtem ko je bila vsebnost vitamina C v strokih kultivarja ‘Top crop’ znacilno
manjSa glede na kultivar ‘Re dei burri’ (Slika 35).
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Slika 35: Povpre¢na vsebnost vitamina C in standardne napake v strokih nizkega fizola (mg kg™ FW), glede
na kultivar, rastne razmere in zrelost strokov.

Figure 35: Average vitamin C content and standard errors in dwarf French bean pods (mg kg™ FW)
depending on the cultivar, growing conditions and pod size.

4.1.2.4 Vsebnost skupnih fenolov v strokih nizkega fizola glede na rastne razmere, zrelost
stroka in kultivar

Vsi trije glavni dejavniki so imeli vpliv na vsebnosti skupnih fenolov dolo¢ene v nasem
poskusu. Ugotovili smo znadilen vpliv kultivarja (p=0,0000) in zrelosti stroka (p=0,0000),
dvofaktorska interakcija med mrezo in zrelostjo (p=0,040) ter med kultivarjem in mrezo
(p=0,053) sta bili mejno znacilni. Stroki kultivarja “Top crop’ so imeli znacilno vecjo
vsebnost skupnih fenolov od ostalih treh kultivarjev, med njimi ni bilo razlik. Zrelost je
tudi znacilno vplivala na vsebnost skupnih fenolov. Mladi stoki so imeli vec¢jo vsebnost
fenolnih spojin kot zreli stroki, kar velja za vse Stiri kultivarje. Pokritost z mrezo je imela
negatven vpliv na vsebnost skupnih fenolov v zeleno stro¢nih kultivarjih (‘Paulista’ in
“Top crop’), pri ¢emer imajo stroki nepokritih rastlin kultivarja ‘Paulista’ obeh zrelosti
manjSo vsebnost skupnih fenolov, kot jo imajo mladi stroki kultivarja “Top crop’ (Slika
36).
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Slika 36: Povprecna vsebnost skupnih fenolov (mg GAE kg™ FW) in pripadajode standardne napake v
strokih nizkega fizola. Razli¢ne &rke oznacujejo statisti¢no znadilne razlike v vsebnosti skupnih fenolov
glede na kultivar rastne razmere in zrelost stroka pri p<0,05.

Figure 36: Total phenolics content (mg GAE kg™ FW) and standard errors in dwarf French bean pods.
Different letters indicate statistically significant differrences in the total phenolics content, depending on the
cultivar, growing conditions and pod maturity at p<0,05.

4.2 REZULTATIPOSKUSA O VPLIVU OKUZENOSTI Z GLIVO Colletotrichum
lindemuthianum IN KULTIVARJA NA VSEBNOST NEKATERIH PRIMARNIH
IN SEKUNDARNIH METABOLITOV V STROKU NIZKEGA FIZOLA,
LJUBLJANA, 2012

Prikaz rezultatov poskusa iz leta 2012 je razdeljen na dva dela: v prvem delu so prikazani
rezultati meritev obsega okuzbe ter koli¢ine in kakovosti pridelka glede na okuzbo z glivo
C. lindemuthianum, v drugem delu so prikazani rezultati kemijske analize primarnih in
sekundarnih metabolitov v neokuZenih strokih vseh Stirih kultivarjev ter v okuzenih strokih
dveh kultivarjev (‘Re dei burri’ in “Top crop’).
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4.2.1 Vsebnost nekaterih primarnih in sekundarnih metabolitov v neokuzenih
strokih nizkega fizola glede na kultivar

4.2.1.1 Vsebnost sladkorjev v neokuzenih strokih nizkega fizola glede na kultivar

Iz slike 37 vidimo, da je bila fruktoza vodilni sladkor v strokih nizkega fiZola vseh Stirih
kultivarjev, sledi glukoza, najmanjsi delez pa je pripadal saharozi.
Skupni sladkorji
100% -

90% - i Saharoza

# Glukoza
80% -
# Fruktoza
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -

20% -

10% -

0%

‘Paulista’ ‘Berggold”  ‘Re dei burri’  “Top crop’

Slika 37: Povpreéni delezi fruktoze, glukoze in saharoze v neokuZenih strokih nizkega fizola glede na
kultivar.

Figure 37: Average shares of fructose, glucose and sucrose in healty dwarf French bean pods depending on
the cultivar.

V preglednici 6 so prikazane povpre¢ne vsebnosti sladkorjev v neokuzenih strokih nizkega
fizola stirih razli¢nih kultivarjev (‘Paulista’, ‘Berggold’, ‘Re dei burri’ in “Top crop’) s
pripadajo¢imi standardnimi napakami.
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Preglednica 6: Stopnje statisti¢ne znag&ilnosti, povpre¢ne vsebnosti sladkorjev (g kg™ sveZih strokov nizkega
fizola) v neokuzenih strokih fizola in pripadajoce standardne napake glede na kultivar nizkega fizola
(‘Paulista’, ‘Berggold’, ‘Re dei burri’ in “Top crop’).

Table 6: Levels of statistical significance, average sugar contents (g kg™ of fresh dwarf French bean pods) in
uninfected dwarf French beans and associated standard error depending on the dwarf French bean cultivar
(“Paulista’, ‘Berggold’, ‘Re dei burri’ in “Top crop’) and their standard errors.

Stopnja Kultivar
Sladkor statisti¢ne - - -
madilnosti ‘Paulista’ ‘Berggold’ ‘Re dei burri’ “Top crop’
Fruktoza faled 26,1 (3,6) a 32,4(3,1) a 43,2(2,8) b 28,3(3,0) a
Glukoza * 255(31)a 29,5(3,0)a 39,6 (35 b 28,1(3,8)a
Saharoza NS 5,5(0,3) 6,0 (0,8) 7,2(0,2) 6,6 (0,6)
Skupni -

sladkorji 57.1(67)a 67,9 (54) a 90,1 (6,4) b 62,9 (6,9) a

NS-ni statisti¢no znacilnih razlik; * Statisti¢no znacilne razlike pri P-vrednosti pod 0,05; ** Statisti¢no
znacilne razlike pri P-vrednosti pod 0,01; *** Statisti¢no znacilne razlike pri P-vrednosti pod 0,001.
Razli¢ne ¢rke v vrstici pomenijo statisticno znacilne razlike (Duncanov test p < 0,05), med enakimi ¢rkami
ni znacilnih razlik.

Vsebnost skupnih sladkorjev

Kultivar je znacilno vplival na vsebnost skupnih sladkorjev v neokuzenih strokih nizkega
fizola. Stroki kultivarja ‘Re dei burri’ so imeli znacilno vecjo vsebnost skupnih sladkorjev
(90,1 + 6,4 g kg™ sveZe mase) kot stroki ostalih treh kultivarjev, vsebovali so do 57,8 %
vecjo vsebnost skupnih sladkorjev v primerjavi z vsebnostmi v strokih ostalih kultivarjev.
Med vsebnostmi skupnih sladkorjev v strokih ostalih treh kultivarjev nismo zaznali
znacilnih razlik. (Preglednica 6).

V/sebnost fruktoze

Na vsebnost fruktoze je kultivar imel znacilen vpliv. Vsebnost fruktoze v neokuzenih
strokih kultivarja ‘Re dei burri’ (43,2 + 2,8 g kg™ sveZe mase) je bila znagilno ve&ja od
vsebnosti v strokih ostalih treh kultivarjev. Med vsebnostmi fruktoze v strokih ostalih treh
kultivarjev nismo zaznali razlik (Preglednica 6). Vsebnost fruktoze v strokih kultivarja ‘Re
dei burri’ se je od vsebnosti v strokih ostalih kultivarjev razlikovala tudi do 65,5 %.

Vsebnost glukoze

Tudi na vsebnost glukoze v neokuZenih strokih nizkega fiZola je kultivar imel znacilen
vpliv. Vsebnost glukoze je bila najvecja v strokih nizkega fizola kultivarja ‘Re dei burri’
(39,6 + 3,5 g kg sveze mase) in se je znadilno razlikovala od vsebnosti v strokih ostalih
treh kultivarjev. Med vsebnostmi v strokih ostalih treh kultivarjev nismo zaznali razlik
(Preglednica 6). Stroki kultivarja ‘Re dei burri’ so vsebovali do 55,3 % vecjo vsebnost
glukoze od vsebnosti v strokih ostalih kultivarjev.
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V/sebnost saharoze

Kultivar ni imel znacilnega vpliva na vsebnost saharoze v neokuZenih strokih nizkega
fizola (Preglednica 6).

4.2.1.2 Vsebnost organskih kislin v neokuzenih strokih nizkega fiZola glede na kultivar

Na sliki 38 vidimo, da je jabol¢na kislina vodilna kislina v neokuzenih strokih nizkega
fizola, sledijo Sikimska, citronska in fumarna kislina. To velja za stroke kultivarjev
‘Paulista’, ‘Berggold’ in ‘Re dei burri’. V strokih kultivarja ‘“Top crop’ pa smo nasli ve¢jo
vsebnost citronske kisline kot Sikimske Kisline.

Skupne Kisline

100% -
90% - # Fumarna kislina
i Citronska kislina
80% - )
# Sikimska kislina
70% - # Jabol¢na kislina
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0% : . :

‘Paulista  ‘Berggold’ ‘Re dei burri’ “Top crop’

Slika 38: Povprec¢ni delezi organskih kislin (jabol¢na, Sikimska, citronska in fumarna) v neokuzenih strokih
nizkega fizola glede na kultivar.

Figure 38: Average shares of organic acids (malic, shikimic, citric and fumaric acid) in uninfected dwarf
French bean pods depending on the cultivar.

V preglednici 7 so prikazane povprecne vsebnosti organskih kislin izmerjenih v
neokuzenih strokih nizkega fizola Stirih razli¢nih kultivarjev (‘Paulista’, ‘Berggold’, ‘Re
dei burri’ in “Top crop’).
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Preglednica 7: Stopnje statisti¢ne znadilnosti, povpreéne vsebnosti organskih kislin v neokuzenih strokih (g
kg™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajo&e standardne napake glede na kultivar nizkega fizola
(‘Paulista’, ‘Berggold’, ‘Re dei burri’ in “Top crop’).

Table 7: Levels of statistical significance, average organic acids content in uninfected dwarf French beans (g
kg™ of fresh dwarf French bean pods) and associated standard errors according to the dwarf French bean
cultivar (‘Paulista’, ‘Berggold’, ‘Re dei burri’ in “Top crop’).

o Stopnja Kultivar

Organska kislina statisti¢ne - - -

madilnosti ‘Paulista’ ‘Berggold’ ‘Re dei burri’ “Top crop’
Jaboléna kislina Fkx 3602)b 2,4(0,2) a 2,3(0,2)a 25(0,2)a
Citronska kislina *x 0,6 (0,10) a 0,5(0,09) a 0,5(0,09) a 1,00,1)b
Sikimska kislina NS 0,7 (0,05) 0,7 (0,06) 0,6 (0,06) 0,7 (0,06)
Fumarna kislina *x 0,3(0,02) b 0,3(0,01) b 0,3(0,01) b 0,2(0,01) a
Skupne kisline * 52(0,4)b 3,7(04)a 3,7(0,3)a 4,4(0,4) ab

NS-ni statisti¢no znacilnih razlik; * Statistino znaéilne razlike pri P-vrednosti pod 0,05; ** Statisticno
znacilne razlike pri P-vrednosti pod 0,01; *** Statisti¢éno znalilne razlike pri P-vrednosti pod 0,001.
Razli¢ne ¢rke v vrstici pomenijo statistiéno znacilne razlike (Duncanov test p < 0,05), med enakimi ¢rkami
ni znacilnih razlik.

Vsebnost skupnih kislin

Kultivar znacilno vpliva na vsebnost skupnih kislin v neokuzenih strokih nizkega fiZola.
Stroki kultivarja ‘Paulista’ vsebujejo znacilno vecjo vsebnost (do 40,5 % vec€) skupnih
kislin (5,2 + 0,4 g kg™* sveZe mase) kot stroki kultivarjev ‘Berggold’ (3,7 + 0,4 g kg™ sveZe
mase) in ‘Re dei burri’ (3,7 + 0,3 g kg™ sveZe mase). Med vsebnostmi skupnih kislin v
strokih kultivarjev ‘Paulista’ in ‘Top crop’ ni znacilnih razlik (Preglednica 7).

Vsebnost jaboléne Kisline

Kultivar znacilno vpliva na vsebnost jabol¢ne kisline v neokuzenih strokih nizkega fizola.
Stroki kultivarja ‘Paulista’ vsebujejo znacilno vecjo vsebnost jabol¢ne kisline (3,6 = 0,2 g
kg™ sveZe mase) kot stroki ostalih treh kultivarjev. Med stroki ostalih treh kultivarjev ni
znacCilnih razlik v vsebnosti jabol¢ne kisline. Stroki kultivarja ‘Paulista’ vsebujejo do 56,5
% vecjo vsebnost jabol¢ne kisline kot stroki ostalih kultivarjev (Preglednica 7).

Vsebnost citronske kisline

Kultivar ima znacilen vpliv tudi na vsebnost citronske kisline v neokuZzenih strokih nizkega
fizola. Stroki kultivarja ‘Top crop’ vsebujejo znacilno vecjo vsebnost citronske kisline (1,0
+ 0,1 g kg™ sveZe mase) kot stroki fizola ostalih treh kultivarjev. Stroki kultivarja ‘Top
crop’ vsebujejo do 100 % vecjo vsebnost citronske Kkisline kot stroki ostalih treh
kultivarjev. Med stroki ostalih treh kultivarjev ni znacilnih razlik v vsebnosti citronske
kisline (Preglednica 7).
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Vsebnost Sikimske kisline

Kultivar nima znacilnega vpliva na vsebnost Sikimske kisline v neokuZzenih strokih nizkega
fizola (Preglednica 7).

Vsebnost fumarne Kisline

Kultivar znacilno vpliva na vsebnost fumarne kisline v neokuzenih strokih nizkega fiZola.
Stroki kultivarja ‘Top crop’ vsebujejo znacilno manjSo vsebnost fumarne Kisline (0,2 £
0,01 g kg™ sveZe mase) kot stroki ostalih treh kultivarjev in sicer do 33,3 %. Med
vsebnostmi fumarne Kisline v strokih ostalih treh kultivarjev ni znacilnih razlik
(Preglednica 7).

4.2.1.3 Vsebnost in struktura fenolnih spojin v neokuzenih strokih nizkega fizola glede na
kultivar

V preglednici 8 so prikazane povprecne vsebnosti fenolnih spojin izmerjenih v neokuzenih
strokih nizkega fiZzola Stirih kultivarjev (‘Paulista’, ‘Berggold’, ‘Re dei burri’ in “Top
crop’).

Preglednica 8: Stopnje statisti¢ne znacilnosti, povprecne vsebnosti posami¢nih fenolnih spojin v neokuzenih
strokih nizkega fiZola (ug 100 g™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoge standardne napake glede na
kultivar nizkega fizola (‘Paulista’, ‘Berggold’, ‘Re dei burri’ in “Top crop’).

Table 8: Levels of statistical significance, average individual phenolic compounds contents in uninfected
dwarf French beans (ug 100 g™ of fresh dwarf French beans) and associated standard errors according to the
dwarf French bean cultivar (‘Paulista’, ‘Berggold’, ‘Re dei burri’ in “Top crop’).

Stopnja Kultivar
Fenolna spojina statisti¢ne . . . , ‘Re dei . ,
macilnosti Paulista Berggold burri’ Top crop

Vanilna islina - heksoza — 000)a 1826 d(lg'g) 1274 (69) ¢ 56,5 (5,8) b
Vanilna kislina - pentozil orow 103,6 (25,4)
oksora 128,1(89)b  0(0,0)a 0(0,0)a A
E;;‘I‘il;‘;a{o‘l aldari¢na s 199(15)a 157(21)a 445Q22)b 718(73)c
E;;‘I‘il;‘;a;‘)ﬂ aldari¢na s 0000)a 387@30b 756(62)d 60,6 (57)c
p-kumaroil aldari¢na . 188,1(11,9) 190,7 (17,7)
kislina 3 000a  318(7)a b b
p-kumaroil aldari¢na . 0(00)a 19,6 (2,4) a 128,6 (12,2) 252,2 (23,0)
kislina 4 ' A b c
p-kumaroil aldari¢na sk 0(00)a 37.5(22)b 414(32)b 355(09)b
kislina 5

p-kumaroil aldariéna sk 000)a 165(L7)b 763(84)c 93.2(48)d
kislina 6

Kavna kislina - heksoza Fhx 0(0,0)a 50,3(4,5 ¢ 31,1(1,7)b 33(0,2)a

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 8. Stopnje statistine znadilnosti, povpre¢ne vsebnosti posami¢nih fenolnih
spojin v neokuzZenih strokih nizkega fizola (ug 100 g™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoce
standardne napake glede na kultivar nizkega fiZzola (‘Paulista’, ‘Berggold’, ‘Re dei burri’ in “Top crop’).

Stopnja Kultivar

Fenolna spojina Zs:lztéfltrlir:l ‘Paulista’ ‘Berggold’ ‘Eﬁr?i?i “Top crop’
Feruloil aldari¢na kislina ** 11,7(4,1) b 0(0,0)a 0(0,0)a 0(0,0)a
Feruloil aldari¢na kislina 1 Fkx 0(0,0)a 0(0,0)a 177,4(96)c 775(11,9)b
Feruloil aldari¢na kislina 2 Fkx 0(0,0)a 0(0,0)a 101,8(9,7)b 1192 (7,7)b
Feruloil aldariéna kislina 3 e 0(0,0)a ona ¥ ULI 9030480
Feruloil aldari¢na kislina 4 il 0(0,0) a 0(0,0)a 198'60(13'5) 157'1b(10'5)
Sinapoil ramnozid 1 il 0(0,0)a 0(0,0)a 22(0,3)a 109'6b(17'5)
Sinapoil ramnozid 2 Fkx 0(0,0)a 0(0,0)a 382(2,2)b  36,3(53)b
Klorogenska kislina Fkx 0(0,0)a 0(0,0)a 26,3(1,8) b 0(0,0)a
Eizllfii;]/zZLﬁig;jo)ksicimetnih . 159,7 a(10’4) 392,8 (1,1) b (};ézg)(:: (1742\”’);),2C
Floridzin-C-diglikozid 1 ek 1,1(04)a 479(49c 688(74)d 189(2,2)b
Floridzin-C-diglikozid 2 il 0(0,0)a 0(0,0)a 146 (2,0) b 0(0,0) a
gi'glriektgirga'on“'c' o 000)a 437(98b  0(00)a 0(0,0)a
Floretin-C-diglikozid — 9.1(15)a 154'8b(32'7) 11,2 (10.4) b 133'5b(24'4)
Dihidrohalkoni (skupaj) s 102(18)a 246'4C(46'8) 194'%17'7) 152'5b(24'3)
Kempferol diheksoza Fhx 0(0,0)a 93,9(5,0)b 0(0,0)a 0(0,0) a
rlfﬁirr?g;?(;m heksozil . 111,8b(10,3) 0(00)a 0(00)a 0(00)a
Kvercetin heksozil rutinozid Fkx 94,7 (27,2) b 0(0,0)a 0(0,0)a 0(0,0)a
E‘:mg;fgo' heksozil — 000a 146(09b  0(00a  138(14)b
Kempferol ksilozil rutinozid ~ ** 374'9b(87'5) 152(07)a 0(00)a  92(08)a
Kempferol-3-O-rutinozid NS 197,8(50,5) 97,6 (10,7)  118,5(13,0) 141,3 (10,5)
Kempferol-3-O-glukozid Fhx 468’1b(39’5) 79,1 (142)a 48,6(9,3)a 109'6a(26'7)
Rempfero! ramnozl — 0(00)a 000a  203(LLb  0(00)a
Kempferol pentozid — 0(00)a 000)a  229(13)b  0(00)a

heksozid ramnozid

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 8. Stopnje statistine znadilnosti, povpre¢ne vsebnosti posami¢nih fenolnih
spojin v neokuzZenih strokih nizkega fizola (ug 100 g™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoce
standardne napake glede na kultivar nizkega fiZzola (‘Paulista’, ‘Berggold’, ‘Re dei burri’ in “Top crop’).

Stopnja Kultivar
Fenolna spojina statisti¢ne ] . . , ‘Re dei . ,
madilnosti Paulista Berggold burri’ Top crop
. . . 2850,2 1333,2 303,2 (48,8) 489,3
Kvercetin-3-O-glukozid (288,1) ¢ (343,5) b a (126,1) a
. N — 1408,9 13413 541,9 (50,8) 631,0
Kvercetin-3-O-rutinozid (229.4) b (283,0) b a (115,5) a
L . 882,6
Kvercetin ksilozil rutinozid (242,0) b 0(0,0)a 0(0,0)a 0(0,0)a
Kvercetin-3-O-vicianozid il 51,0 (13,7) b 0(0,0)a 0(0,0)a 0(0,0) a
(zoramnetin kstlozil s 564(176)b  0(00)a 0(00)a 0(0.0)a
Izoramnetin-3-O-rutinozid faleie 140(1,4) c 0(0,0)a 45(0,7b 2,4 (0,6) ab
Flavonoli (skupaj) . 6510,4 29749 1060,0 1396,5
baj (549,3) ¢ (655,9) b (120,2) a (275,1) a
Katehin o 0(0.0)a 0(0.0)a 0(0.0)a (1235106% X
Procianidin dimer 1 il 0(0,0)a 0(0,0)a 0(0,0)a 775‘6b(42‘2)
Procianidin trimer il 0(0,0)a 0(0,0)a 0(0,0)a 708‘7b(33‘6)
Procianidin dimer 2 faleie 0(0,0)a 0(0,0)a 0(0,0)a 56 (0,4)b
Flavanoli (skupaj) e 0(0,0)a 0(00)a 0(00)a (12% %)Ob
Naringenin heksoza 2 Fkx 0(0,0)a 0(0,0)a 0(0,0)a 210'3b(12’7)
Naringenin heksoza il 0(0,0)a 0(0,0)a 0(0,0)a 189'2b(13’5)
Flavanoni (skupaj) faleie 0(0,0)a 0(0,0)a 0(0,0)a 399’5[)(11’2)
SKUPNI FENOLI . 6680,3 3614,1 2676,5 5775,7

(558,9) b (707,3) a (196,3) a (408,9) b
NS-ni statisti¢no znacilnih razlik; * Statistiéno znacilne razlike pri P-vrednosti pod 0,05; ** Statisti¢no
znacilne razlike pri P-vrednosti pod 0,01; *** Statisti¢no zna¢ilne razlike pri P-vrednosti pod 0,001.
Razli¢ne érke v vrstici pomenijo statisti¢no znacilne razlike (Duncanov test p < 0,05), med enakimi ¢rkami
ni znacilnih razlik.

Vsebnost skupnih fenolov

Kultivar ima znacilen vpliv na vsebnost skupnih fenolov v neokuzenih strokih nizkega
fizola. Stroki kultivarjev ‘Paulista’ (6680,3 + 558,9 pg 100 g™ sveZe mase) in “Top crop’
(5775,7 + 409,2 pg 100 g™ sveze mase) vsebujejo znacilno vecjo vsebnost skupnih fenolov
(med njima ni znacilnih razlik) kot stroki kultivarjev ‘Berggold’ (3614,1 + 707,3 pg 100 g*
sveZe mase) in ‘Re dei burri’ (2676,5 + 196,3 pug 100 g™ sveZe mase), med katerima ni
znacilnih razlik.
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V strokih kultivarja ‘Paulista’ in ‘Berggold’ najvecji delez skupnih fenolov predstavljajo
flavonoli, v strokih kultivarja ‘Re dei burri’ flavonoli in derivati hidroksicimetnih kislin. V
strokih kultivarja ‘Top crop’ pa najdemo najveje deleze flavanolov, flavonolov in
derivatov hidroksicimetnih kislin (Slika 39).

Skupni fenoli
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Slika 39: DeleZi posameznih podskupin flavonoidov dolo¢enih v neokuZenih strokih glede na kultivar.
Figure 39: Shares of each sub-group of flavonoids detected in uninfected pods, depending on the cultivar.

V strokih kultivarja ‘Paulista’ smo opazili znacilno najveéjo vsebnost skupnih flavonolov
in naslednjih 11 individualnih fenolnih spojin: kempferol heksozil rutinozid, kvercetin
heksozil rutinozid, kempferol ksilozil rutinozid, kempferol-3-O-glukozid, kvercetin-3-O-
glukozid, kvercetin ksilozil rutinozid, kvercetin-3-O-vicianozid, izoramnetin ksilozil
rutinozid, izoramnetin-3-O-rutinozid, Vanilna Kislina - pentozil heksoza, feruloil aldari¢na
kislina.

V strokih kultivarja ‘Berggold’” smo zaznali znacilno najvecjo vsebnost skupnih
dihidrohalkonov in naslednjih 5 individualnih fenolnih spojin: kempferol diheksoza,
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kempferol heksozil rutinozid, vanilna kislina-heksoza, kavna kislina-heksoza, floretin
malonil-C-diglikozid.

V strokih kultivarja ‘Re dei burri’ smo opazili najveéjo vsebnost naslednjih 9 individualnih
fenolnih spojin: kempferol ramnozil heksoza heksoza, kempferol pentozid heksozid
ramnozid, p-kumaroil aldari¢na kislina 2, feruloil aldari¢na kislina 1, feruloil aldari¢na
kislina 3, feruloil aldari¢cna kislina 4, klorogenska kislina, floridzin-C-diglikozid 1,
floridzin-C-diglikozid 2.

V strokih kultivarja ‘Top crop’ smo ugotovili najve¢jo vsebnost skupnih flavanolov,
skupnih flavanonov in naslednjih 11 individualnih fenolnih spojin: p-kumaroil aldari¢na
kislina 1, p-kumaroil aldari¢na kislina 4, p-kumaroil aldari¢na kislina 6, sinapoil ramnozid
1, katehin, procianidin dimer 1, procianidin trimer, procianidin dimer 2, naringenin
heksoza 2, naringenin heksoza 4.

Vsebnost flavonolov

Ugotovili smo, da vsebujejo stroki kultivarja ‘Paulista’ znacilno ve¢jo vsebnost flavonolov
(6510,4 + 549,3 pg 100 g™ sveze mase) kot stroki kultivarja ‘Berggold’ (2974,9 + 655,9 pg
100 g* sveZe mase), ti pa zna¢ilno vedjo vsebnost flavonolov kot stroki kultivarjev ‘Re dei
burri* (1060,0 + 120,2 pg 100 g™ sveZe mase) in “Top crop’ (1396,5 + 275,1 pg 100 g*
sveZze mase). Med vsebnostmi flavonolov izmerjenih v strokih nizkega fiZola kultivarjev
‘Re dei burri’in “Top crop’ni znacilnih razlik (Preglednica 8).

Iz slike 40 vidimo, da so v vseh Stirih kultivarjih nizkega fizola prevladujoc¢i flavonoli,
derivati kvercetina (79,7-89,9 %), sledijo derivati kempferola (10,1-19,8 %). Zanemarljivo
majhne vsebnosti derivatov izoramnetina smo dolocili v vseh kultivarjih razen v strokih
kultivarja ‘Berggold’, kjer jih nismo dolocili.

Kultivarji se med seboj razlikujejo tudi po sestavi flavonolov. V strokih kultivarja
‘Paulista’ so prevladujoé¢i flavonoli kvercetin-3-O-glukozid, kvercetin-3-O-rutinozid in
kvercetin ksilozil rutinozid, v strokih kultivarja ‘Berggold’ sta vodilna kvercetin-3-O-
glukozid in kvercetin-3-O-rutinozid. V strokih kultivarjev ‘Re dei burri’ in “Top crop’ so
vodilni flavonoli kempferol-3-O-rutinozid, kvercetin-3-O-glukozid in kvercetin-3-O-
rutinozid (Preglednica 8).
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Slika 40: Delezi flavonolov v neokuzenih strokih glede na kultivar.
Figure 40: Shares of flavonols detected in uninfected pods depending on the cultivar.

Ugotovili smo, da je bila sestava flavonolov v strokih nizkega fiZola razli¢cna glede na
kultivar. Vsebnost kempferol diheksoze smo zaznali le v strokih kultivarja ‘Berggold’ in
sicer 93,9 + 50 pg 100 g sveze mase. Vsebnost kempferol heksozil rutinozida in
kvercetin heksozil rutinozida pa v strokih kultivarja “Paulista’ in sicer 111,8 + 10,3 pg 100
gt in 94,7 £ 27,2 ug 100 g sveze mase (Preglednica 8).

Vsebnost kempferol heksozil rutinozida smo dolo¢ili le v strokih kultivarjev ‘Berggold’
(14,6 + 0,9 ug 100 g* sveze mase) in “Top crop’ (13,8 + 1,4 ug 100 g* sveZe mase)
(Preglednica 8).

Vecji delez med flavonoli predstavlja kempferol ksilozil rutinozid, ki smo ga dolocili v
strokih kultivarja ‘Paulista’ (374,9 + 87,5 ug 100 g™ sveZe mase), manj ga je bilo v strokih
kultivarjev ‘Berggold’ (15,2 + 0,7 pg 100 g™* sveZe mase) in “Top crop’ (9,2 + 0,8 pg 100
g™ sveZze mase) (Preglednica 8).

Na vsebnost kempferol-3-O-rutinozida v neokuZenih strokih fizola kultivar nima
znacilnega vpliva (Preglednica 8).
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Po vsebnosti kempferol-3-O-glukozida je izstopal kultivar ‘Paulista’ kjer smo ugotovili do
9,63 krat vegjo vsebnost (468,1 + 39,5 ug 100 g™ sveZe mase) kot v ostalih kultivarjih
(Preglednica 8).

Kultivar ‘Re dei burri’ izstopa po vsebnosti kempferol ramnozil heksoze heksoze (20,3 +
1,1 pg 100 gt sveZe mase) in kempferol pentozid heksozid ramnozida (22,9 + 1,3 pg 100
g™ sveZze mase) (Preglednica 8).

Tudi v vsebnosti najbolj zastopanega flavonola kvercetin-3-O-glukozida so se kultivarji
znacilno razlikovali. V strokih kultivarja ‘Paulista’ smo nasli najvecjo (2850,2 + 288,1 g
100 g sveze mase), znaGilno manj$o vsebnost so imeli stroki kultivarja ‘Berggold’
(1333,2 + 3435 pg 100 g* sveZe mase) in najmanj$o stroki kultivarjev ‘Re dei burri’
(303,2 + 48,8 ug 100 g* sveZe mase) in “Top crop’ (489,3 + 126,1 pg 100 g™ sveZe mase),
med njima pa ni znacilnih razlik (Preglednica 8).

Vpliv kultivarja je bil prisoten tudi pri vsebnosti drugega najbolj zastopanega flavonola,
kvercetin-3-O-rutinozida. Najve¢ smo ga dolo¢ili v strokih kultivarjev ‘Paulista’ (1408,9 £
229,4 pg 100 g sveze mase) in ‘Berggold’ (1341,3 + 283,0 ug 100 g™ sveZe mase),
znadilno manj v strokih kultivarjev ‘Re dei burri’ (541,9 + 50,8 pg 100 g sveZe mase) in
“Top crop’ (631,0 + 115,5 ug 100 g™* sveZe mase) (Preglednica 8).

Flavonola kvercetin ksilozil rutinozid in kvercetin-3-O-vicianozid sta bila dolo¢ena le v
strokih kultivarja ‘Paulista’ (882,6 + 242,0 pg 100 g™ sveZe mase in 51,0 + 13,7 pg 100 g*
sveze mase) (Preglednica 8).

Vsebnost izoramnetin ksilozil rutinozida smo dolocili v strokih kultivarja ‘Paulista’ in sicer
56,4 + 17,6 pg 100 g™ sveZe mase. Flavonol izoramnetin-3-O-rutinozid smo dologili v treh
kultivarjih, najve¢ v strokih kultivarja ‘Paulista’ (14,0 + 1,4 pg 100 g* sveZe mase),
znadilno manj$o vsebnost v strokih kultivarjev ‘Re dei burri’ (4,5 + 0,7 pg 100 g™ sveze
mase) in “Top crop’ (2,4 + 0,6 pg 100 g* sveZe mase) (Preglednica 8).

Vsebnost derivatov hidroksicimetnih kislin

Kultivar ima znacilen vpliv na vsebnost derivatov hidroksicimetnih kislin v neokuZenih
strokih nizkega fizola. Stroki kultivarja ‘Top crop’ imajo najvecjo vsebnost derivatov
hidroksicimetnih kislin, 1457,2 + 74,9 pg 100 g™ sveZe mase, kar je 9,12 krat ved od
strokov kultivarja ‘Paulista’, stroki kultivarja ‘Re dei burri’ 1422,0 + 82,3 pg 100 g sveze
mase, kar je 8,9 krat vec in stroki kultivarja ‘Berggold’ 392,8 + 1,1 ug 100 g'1 sveZe mase,
kar je 2,45 krat vec kot stroki kultivarja ‘Paulista’, ki vsebujejo 159,7 + 10,4 pg 100 g'1
sveze mase (Preglednica 8).
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Iz slike 41 vidimo, da najvecji delez derivatov hidroksicimetnih kislin v strokih kultivarja
‘Paulista’ predstavljajo derivati vanilne kisline (80,2 %), v strokih omenjenega kultivarja
smo dolo¢ili Se derivate p-kumaroil aldari¢ne kisline (12,5 %) in derivata feruloil aldari¢ne
kisline (7,3 %). V strokih kultivarja ‘Berggold’ so prevladujoci derivati vanilne kisline
(46,5 %) in derivatov p-kumaroil aldari¢ne kisline (40,7 %), dolo¢ili smo tudi derivate
kavne Kisline (12,8 %). V strokih kultivarja ‘Re dei burri’ je najve¢ derivatov feruloil
aldari¢ne kisline (45,2 %) in derivatov p-kumaroil aldariéne kisline (39,0 %), dolocili smo
Se derivate vanilne kisline (9,0 %), derivate sinapoil ramnozida (2,8 %), derivate kavne
kisline (2,2 %) in derivate klorogense kisline (1,9 %). V strokih kultivarja “Top crop’ je
najve¢ derivatov p-kumaroil aldari¢ne kisline (48,3 %), sledijo derivati feruloil aldari¢ne
kisline (30,5 %), v manjsSih deleZzih smo zaznali Se derivate vanilne kisline (11,0 %) ter
derivate sinapoil ramnozida (10,0 %), dolocili smo zanemarljivo malo derivatov kavne
kisline, derivatov klorogenske kisline pa nismo doloc¢ili.

Kultivarji se razlikujejo tudi po strukturi derivatov hidroksicimetnih kislin. V strokih
kultivarja ‘Paulista’ je vodilen derivat hidroksicimetnih kislin vanilna kislina-pentozil
heksoza, v strokih kultivarja ‘Berggold’ pa vanilna kislina-heksoza in kavna Kislina-
heksoza. V strokih kultivarja ‘Re dei burri’ zaznamo najvecjo vsebnost feruloil aldaricne
Kisline 4, p-kumaroil aldari¢ne kisline 3 ter feruloil aldari¢ne kisline 1, v strokih kultivarja
“Top crop’ pa so vodilne p-kumaroil aldari¢na kislina 4, p-kumaroil aldari¢na kislina 3 in
feruloil aldari¢na kislina 4 (Preglednica 8).

Analiza variance je potrdila znacilen vpliv kultivarja na vsebnost vanilne Kisline-heksoze.
Stroki kultivarja ‘Berggold’ so vsebovali 182,6 + 19,9 g 100 g™ sveZe mase, kar je bilo
3,23 krat ve¢ od strokov kultivarja ‘Top crop’ (56,5 + 5,8 pug 100 g™ sveZe mase), stroki
kultivarja ‘Re dei burri’ (127,4 + 6,9 pg 100 g™ sveZe mase), pa 2,25 krat ve¢ kot stroki
kultivarja ‘Top crop’. Stroki kultivarja ‘Paulista’ ne vsebujejo omenjene Kkisline
(Preglednica 8).

Kultivar ima znacilen vpliv na vsebnost vanilne kisline-pentozil heksoze, ki smo jo dolocili
le v strokih kultivarja ‘Paulista’ (128,1 + 8,9 pg 100 g™ sveZe mase) in “Top crop’ (103,6 +
25,4 ng 100 g™ sveZe mase). Med vsebnostmi v strokih kultivarjev ‘Paulista’ in “Top crop’
ni znacilnih razlik (Preglednica 8).
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Slika 41: Delezi derivatov hidroksicimetnih kislin v neokuZenih strokih glede na kultivar.
Figure 41: Shares of hydroxycinnamics acids derivatives detected in uninfected pods, depending on the
cultivar.

Tudi na vsebnost p-kumaroil aldari¢ne kisline 1 kultivar znacilno vpliva. Znacilno vecjo
vsebnost smo ugotovili v strokih kultivarjev “Top crop’ (71,8 + 7,3 pug 100 g™ sveZe mase)
in ‘Re dei burri’ (44,5 + 2,2 ug 100 g™* sveZe mase), kar je bilo 4,57 oziroma 2,83 krat ve&
od vsebnosti v strokih kultivarjev ‘Berggold’ (15,7 + 2,1 ug 100 g* sveZe mase) in
‘Paulista’ (19,9 + 1,5 pg 100 g™ sveZe mase) (Preglednica 8).

Tudi pri oblikah p-kumaroil aldari¢ne kisline 2, 3, 4 in 6 smo ugotovili znacilen vpliv
kultivarja na njihovo vsebnost. Vse stiri oblike imajo znacilno vecjo vsebnost v strokih
kultivarjev ‘Re dei burri’ in “Top crop’ glede na kultivar ‘Berggold’, medtem ko stroki
kultivarja ‘Paulista’ ne vsebujejo omenjenih oblik p-kumaroil aldari¢ne kisline. Vsebnost
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p-kumaroil aldari¢ne kisline 5 je bila pri vseh treh kultivarjih (‘Re dei burri’, *“Top crop’ in
‘Berggold’), ki jo vsebujejo, podobna (Preglednica 8).

Vsebnost kavne kisline-heksoza smo ugotovili v strokih kultivarjev ‘Berggold’ (50,3 £ 4,5
Hg 100 g* sveZe mase), ‘Re dei burri’ (31,1 + 1,7 pg 100 g sveZe mase) in “Top crop’
(3,3+0,2 pg 100 g™ sveZe mase) (Preglednica 8).

Prisotnost feruloil aldari¢ne kisline smo ugotovili le v strokih kultivarja ‘Paulista’ (11,7 £
4,1 pg 100 g* sveze mase), njene derivate (feruloil aldari¢ne kisline 1-4), pa v strokih
kultivarjev ‘Re dei burri’ in “Top crop’ (Preglednica 8).

Tudi na vsebnost sinapoil ramnozida 1 in 2 je imel kultivar znaéilen vpliv, njuno vsebnost
smo ugotovili le v strokih kultivarjev “Top crop’ in ‘Re dei burri’ (Preglednica 8).

Vsebnost klorogenske kisline smo zaznali le v strokih kultivarja ‘Re dei burri’ in sicer 26,3
+1,8 ug 100 g™* sveZe mase (Preglednica 8).

Vsebnost flavanolov

Vsebnost flavanolov v strokih nizkega fizola je razlitna glede na kultivar. Med
analiziranimi kultivarji smo flavanole doloc¢ili le v strokih kultivarja “Top crop’ in sicer
2370,0 + 176,5 g 100 g sveZe mase (Preglednica 8).
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Slika 42: Delezi flavanolov dolo¢enih v neokuzenih strokih glede na kultivar.
Figure 42: Shares of flavanols detected in uninfected pods, depending on the cultivar.
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V strokih kultivarja “Top crop’ so vodilni flavanoli katehin (880,1 + 144,0 ug 100 g™ sveze
mase), procianidin dimer 1 (775,6 + 42,2 pg 100 g™ sveZe mase) in procianidin trimer
(708,7 + 33,6 ug 100 g™ sveZe mase) (Slika 42). Vsebnost procianidin dimera 2 je bila
zanemarljivo majhna v primerjavi z ostalimi flavanoli in sicer 5,6 + 0,4 pg 100 g™ sveZe
mase (Preglednica 8).

Vsebnost flavanonov

Vpliv kultivarja na vsebnost flavanonov v neokuZenih strokih nizkega fizola je znadilen.
Flavanoni so prisotni le v strokih kultivarja “Top crop’, skupaj 399,5 + 11,2 pg 100 g™
sveze mase. Stroki ostalih treh kultivarjev ne vsebujejo flavanonov (Preglednica 8).

V strokih kultivarja ‘Top crop’ sta vodilna flavanona naringenin heksoza 2 (210,3 £ 12,7
Hg 100 g* sveZe mase) in naringenin heksoza 4 (189,2 + 13,5 pg 100 g™ sveZe mase)
(Slika 43).
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Slika 43: Delezi flavanonov dolo¢enih v neokuzenih strokih glede na kultivar.
Figure 43: Shares of flavanons detected in uninfected pods, depending on the cultivar.

Vsebnost dihidrohalkonov

Vsebnost dihidrohalkonov v strokih nizkega fizola je razli¢na glede na kultivar. Najvecjo
vsebnost dihidrohalkonov smo ugotovili v strokih kultivarjev ‘Berggold’ (246,4 + 46,8 ug
100 g™ sveZe mase) in ‘Re dei burri’ (194,6 + 17,7 ug 100 g™ sveZe mase), med njima ni
znalilnih razlik. Znacilno manjSo vsebnost dihidrohalkonov vsebujejo stroki kultivarja
“Top crop’ (152,5 + 24,3 ug 100 g™ sveZe mase) in najmanj stroki kultivarja ‘Paulista’
(10,2 + 1,8 ug 100 g™ sveze mase) (Preglednica 8).
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V strokih kultivarjev ‘Paulista’, ‘Berggold’ in “Top crop’ je vodilni dihidrohalkon floretin-
C-diglikozid, v strokih kultivarja ‘Re dei burri’ je vodilni dihidrohalkon floridzin-C-
diglikozid 1 (Slika 44).

Vsebnost floretin-C-diglikozida je bila ve¢ja v strokih kultivarjev ‘Berggold’ (154,8 + 32,7
g 100 g sveze mase), “Top crop’ (133,5 + 24,4 pg 100 g™ sveZe mase) in ‘Re dei burri’
(11,2 + 10,4 pg 100 g™* sveZe mase) glede na vsebnost v strokih kultivarja ‘Paulista’ (9,1 +
1,5 pg 100 g* sveZe mase) (Preglednica 8).
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Slika 44: Delezi dihidrohalkonov dolo¢enih v neokuZzenih strokih glede na kultivar.
Figure 44: Shares of dihydrohalcones detected in uninfected pods, depending on the cultivar.

Kulivarji so se razlikovali tudi v vsebnosti floridzin-C-diglikozida 1 in sicer ga je najve¢ v
strokih kultivarja ‘Re dei burri’ (68,8 = 7,4 ug 100 g* sveZe mase), manj v strokih
kultivarja ‘Berggold’ (47,9 + 4,9 pg 100 g™ sveZe mase), “Top crop’ (18,9 + 2,2 ug 100 g™
sveZe mase) in najmanj v strokih kultivarja ‘Paulista’ (1,1 + 0,4 pg 100 g™ sveZe mase)
(Preglednica 8).

Vsebnost floretin malonil-C-diglikozida smo dolo¢ili le v strokih kultivarja ‘Berggold’ in
sicer 43,7 + 9,8 pg 100 g™* sveZe mase (Preglednica 8).
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4.2.2 Vpliv okuzbe z glivo Colletotrichum lindemuthianum in kultivarja nizkega

fiZola na obseg okuZbe, koli¢ino in kakovost pridelka

4.2.2.1 Skupna okuzenost strokov nizkega fizola

Na stopnjo okuZenosti strokov nizkega fizola so imeli znacilen vpliv kultivar, okuzenost in
njuna interakcija.
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Slika 45: Skupna okuzenost strokov nizkega fiZola glede na kultivar (‘Berggold’, ‘Paulista’, ‘Rei dei burri’ in

“Top crop’) in okuZenost z glivo Colletotrichum lindemuthianum v % in deleZi okuZbe po posameznih

pobiranjih nizkega fizola (15, 22, 37, 50, 70 in 91 dni po okuZzbi).
Figure 45: Total dwarf Frenh bean pods infection depending on the cultivar (‘Berggold’, ‘Paulista’, ‘Rei dei
burri” and “Top crop’) and infection with fungus Colletotrichum lindemuthianum in % and shares of
infection for each bean picking (15, 22, 37, 50, 70 and 91 days after infection).
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Znacilno najvecjo stopnjo okuzenosti strokov nizkega fiZzola smo ugotovili pri umetno
okuzenih strokih kultivarjev “Top crop’ (46,3 £ 3,5 %) in ‘Re dei burri’ (45,4 + 3,6 %),
znacilno manjSo pri neokuZenih strokih kultivarjev ‘Top crop’ (18,1 £ 2,7 %) in ‘Re dei
burri’ (18,4 + 2,8 %), znacilno najmanjSo pa pri neokuzenih (0,03 £ 0,004 %) in okuzZenih
(0,09 + 0,008 %) strokih kultivarja “Paulista’ ter pri nekuzenih (1,7 £ 0,14 %) in okuZenih
(3,0 £ 0,32 %) strokih kultivarja ‘Berggold’. Najvecje deleze okuzbe pri okuzenih in
neokuzenih strokih kultivarjev ‘Re dei burri’ in “Top crop’ smo ugotovili 37. dan (5,4-9,7
%), 50. dan (8,0-12,3 %) in 91. dan (13,2-15,5 %) po okuzbi z glivo C. lindemuthianum
(Slika 45).

4.2.2.2 Povprecen pridelek na rastlino

Na povpreéni pridelek nizkega stro¢jega fizola na rastlino znacilno vpliva le kultivar.
OkuZenost in interakcija faktorjev nista imela znaCilnega vpliva (Priloga B). Najvedji
povpreéni pridelek na rastlino smo ugotovili pri kultivarju ‘Paulista’ (178,1 + 11,7
glrastlino, kar znese 8,9 t ha™ pridelka), znadilno manjsi pridelek na rastlino pa smo
zaznali pri kultivarjih ‘Re dei burri’ (106,5 + 9,3 g/rastlino oz. 5,3 t ha™ pridelka), ‘Top
crop’ (93,1 + 8,4 g/rastlino oz. 4,7 t ha™ pridelka) ‘Berggold’ (86,0 + 0,72 g/rastlino oz. 4,3
t ha™ pridelka) (Slika 46 in Priloga B).
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Slika 46: Povprecen pridelek na rastlino nizkega fiZola (g) glede na kultivar.
Figure 46: The average yield per dwarf French bean plant (g) depending on the cultivar.
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4.2.2.3 Stevilo strokov na rastlino

Na povpre¢no S$tevilo strokov na rastlino znaéilno vpliva le kultivar. OkuZenost in
interakcija nista imela znacilnega vpliva. Najvecje povprecno Stevilo strokov na rastlino
smo ugotovili pri kultivarju ‘Paulista’ (40,6 + 2.8), znac¢ilno manjSe Stevilo strokov na
rastlino pa smo zaznali pri kultivarjih ‘Berggold’ (16,7 + 1,5), ‘Re dei burri’ (18,2 + 1,7),
“Top crop’ (14,4 + 1,2) (Slika 47).
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Slika 47: Povpreéno $tevilo strokov na rastlino glede na kultivar.
Figure 47: The average number of pods per plant, depending on the cultivar.

4.2.2.4 TeZa stroka nizkega fizola

Na povprecno tezo stroka znacilno vpliva le kultivar. Okuzenost in interakcija nista imela
znacCilnega vpliva. Najvecjo povprecno maso stroka smo ugotovili pri kultivarju ‘Top crop’
(6,5 £ 0,15 g/strok), znacilno manjSo pri kultivarju ‘Re dei burri’ (5,8 + 0,12 g/strok), Se
manjSo pri kultivarju “‘Berggold” (5,1 = 0,11 g/strok) in najmanjSo pri kultivarju ‘Paulista’
(4,4 £ 0,1 g/strok) (Slika 48).
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Slika 48: Povpre¢na teza stroka (g) glede na kultivar.
Figure 48: The average pod weight (g) depending on the cultivar.

4.2.3 Vpliv okuzbe z glivo Colletotrichum lindemuthianum in kultivarja nizkega
fiZzola na vsebnost nekaterih primarnih in sekundarnih metabolitov v strokih

Vsebnost primarnih in sekundarnih metabolitov v odvisnosti od okuzbe smo dolocili le v
strokih kultivarjev ‘Top crop’ in ‘Re dei burri’, kjer je bila okuzba z glivo C.
lindemuthianum uspesna.

4.2.3.1 Vsebnost sladkorjev v strokih nizkega fiZola glede na okuzbo z glivo
Colletotrichum lindemuthianum in kultivar

Iz slike 49 vidimo, da sta fruktoza in glukoza glavna sladkorja tako v okuzenih kot tudi v
neokuzenih strokih z glivo C. lindemuthianum, manjsi je delez saharoze.

Vsebnost skupnih sladkorjev

Kultivar je znacilno vplival na vsebnost skupnih sladkorjev v strokih nizkega fiZzola. Stroki
kultivarja ‘Re dei burri’ so imeli znacilno ve¢jo vsebnost skupnih sladkorjev (84,7 = 5,7 ¢
kg™ sveZe mase) kot stroki kultivarja ‘Top crop’ (65,8 + 3,9 g kg™ sveZe mase) in sicer za
28,7 % (Preglednica 9).
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Vsebnost fruktoze

Na vsebnost fruktoze je imel znacilen vpliv le kultivar. Vsebnost fruktoze v strokih
kultivarja ‘Re dei burri’ (40,2 + 2,7 g kg™ sveZe mase) je bila 33,6 % ve&ja od vsebnosti
fruktoze v strokih kultivarja “Top crop’ (30,1 + 1,8 g kg™ sveZe mase (Preglednica 9).
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Slika 49: Povpreéni delezi fruktoze, glukoze in saharoze glede na okuzbo z glivo Colletotrichum
lindemuthianum.

Figure 49: Average shares of fructose, glucose and sucrose in dwarf French bean pods depending on the
Colletotrichum lindemuthianum infection.

Vsebnost glukoze

Tudi na vsebnost glukoze je imel znacilen vpliv le kultivar. Vsebnost glukoze je bila v
strokih nizkega fizola kultivarja ‘Re dei burri’ (37,8 + 2,7 g kg™ sveZe mase) za 34 % vedja
kot v strokih kultivarja “Top crop’ (28,2 + 2,0 g kg™ sveZe mase) (Preglednica 9).

V/sebnost saharoze

Na vsebnost saharoze je imela znacilen vpliv le interakcija med kultivarjem in
okuzenostjo. Okuzeni stroki kultivarja “Top crop’ so imeli ve¢jo (37 %) vsebnost saharoze
(8,5 + 0,5 g kg™ sveZe mase) glede na okuZene stroke kultivarja ‘Re dei burri’(6,2 + 0,9 g
kg™ sveZe mase) in zdrave stroke kultivarja “Top crop’ (6,6 + 0,6 g kg™ sveZe mase). Med
okuZenimi stroki kultivarja “Top crop’ in zdravimi stroki ‘Re dei burri’ (7,2 + 0,2 g kg™
sveZe mase) ni znacilnih razlik (Preglednica 9).
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Preglednica 9: Stopnje statisti¢ne znag&ilnosti, povpre¢ne vsebnosti sladkorjev (g kg™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoce standardne napake glede na
okuZenost (O) strokov nizkega fiZola z glivo Colletotrichum lindemuthianum (neokuZeno, okuZeno) in kultivar nizkega fiZzola (K) (‘Re dei burri’ (‘R’) in “Top
crop’ (‘T’)).

Table 9: Levels of statistical significance, average sugar content (g kg™ of fresh dwarf French beans) and associated standard errors according to Colletotrichum
lindemuthianum dwarf French bean pods contamination (O) (neokuZeno, okuZeno) and dwarf French bean cultivar (K) ("Re dei Burri '('R") and' Top crop '('T")).

Stopnja statisticne K 0 KxO

Sladkor znacilnosti
K 0 KxO ‘R’ ‘T neokuzeno okuZeno ‘R’neokuzeno  ‘R’okuZzeno  ‘T’neokuzeno  “T’okuZeno
Fruktoza o NS NS 402(2,7)b  301(1,8)a  358(3,2) 34,5 (2,5) 43,2 (2,8) 37,2 (4,5) 28,3 (3,0) 31,9 (2,0)
Glukoza * NS NS 378(27)b  282(20)a  33,9(3,1) 32,1(2,6) 39,6 (3,5) 36,0 (4,2) 28,1 (3,8) 28,3 (2,0)
Saharoza NS NS * 6,7 (0,4) 7,5 (0,5) 6,9 (0,3) 7.4 (0,6) 7202)ab  62(09a 66(06)a 85(05) b
Skupni * NS NS  847(B7)b 658(39a 76564  740(51) 90,1 (6,4) 794(94)  629(69) 687 (41)

sladkorji

NS-ni statistino znacilnih razlik; * Statisticno znacilne razlike pri P-vrednosti pod 0,05; ** Statisti¢no znacilne razlike pri P-vrednosti pod 0,01; *** Statisti¢no znacilne
razlike pri P-vrednosti pod 0,001. Razli¢ne &rke v vrstici pomenijo statistiéno znacilne razlike (Duncanov test p < 0,05), med enakimi érkami ni znacilnih razlik.
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Preglednica 10: Stopnje statisti¢ne zna¢ilnosti, povpre&ne vsebnosti organskih kislin (g kg™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoce standardne napake glede
na okuzenost (O) strokov nizkega fiZzola z glivo Colletotrichum lindemuthianum (neokuzeno, okuZeno) in kultivar nizkega fiZzola (K) (‘Re dei burri’ (‘R*) in “Top
crop’ (‘T’)).

Table 10: Levels of statistical significance, average organic acids content (g kg™ of fresh dwarf French beans) and associated standard errors according to
Colletotrichum lindemuthianum dwarf French bean pods contamination (O) (heokuZeno, okuZeno) and dwarf French bean cultivar (K) (‘Re dei burri’ (‘R’) in “Top
crop’ (‘T7)).

Stopnja statisticne

Organska znacilnosti K O Kx0

kislina K 0] KxO ‘R’ ‘T neokuZeno okuZeno ‘R’neokuZzeno  ‘R’okuzeno  ‘T’neokuzeno  ‘T’okuZeno
Jabol¢na k. NS NS NS 2,5(0,2) 2,6 (0,1) 2,4(0,2) 2,8(0,2) 2,3(0,2) 2,9 (0,5) 2,5(0,2) 2,7(0,2)
Citronska k. *x NS NS 0,6 (0,09) a 1,1(0,1) b 0,7 (0,11) 1,1(0,2) 0,5 (0,09) 0,8 (0,14) 1,0 (0,2) 1,2 (0,2)
Sikimska k. NS *x * 0,8 (0,11) 0,7 (0,04) 0,6 (0,04)a 0,9 (0,09) b 0,6 (0,06) a 1,1(0,2) b 0,7 (0,06) a 0,8 (0,03) a
Fumarna k. o *x NS 0,33(0,02)b 0,28(0,02)a 0,27 (0,01)a 0,34(0,02)b  0,31(0,01) 0,38 (0,04) 0,24 (0,01) 0,32 (0,01)
Skupne k. NS * NS 4,2 (0,4) 4,7 (0,3) 4,0(0,3) a 50(04)b 3,7(0,3) 5,1(0,9) 4,4 (0,4) 5,0 (0,4)

NS-ni statisti¢no znacilnih razlik; * Statisticno znacilne razlike pri P-vrednosti pod 0,05; ** Statisticno znacilne razlike pri P-vrednosti pod 0,01; *** Statisticno znacilne
razlike pri P-vrednosti pod 0,001. Razli¢ne érke v vrstici pomenijo statisti¢no znacilne razlike (Duncanov test p < 0,05), med enakimi ¢rkami ni znacilnih razlik.
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4.2.3.2 Vsebnost organskih kislin v strokih nizkega fizola glede na okuzbo z glivo
Colletotrichum lindemuthianum in kultivar

Iz slike 50 vidimo, da je jabol¢na kislina vodilna kislina v okuzenih strokih z glivo
Colletotrichum lindemuthianum in neokuzenih strokih, sledijo citronska, Sikimska in
fumarna kislina.
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Slika 50: Povpreéni delezi organskih kislin (jabol¢ne, citronske, Sikimske in fumarne) glede na okuzbo z
glivo Colletotrichum lindemuthianum.

Figure 50: Average shares of organic acids (malic, shikimic, citric and fumaric) in dwarf French bean pods
depending on the Colletotrichum lindemuthianum infection.

Vsebnost skupnih kislin

OkuZenost ima znacilen vpliv na vsebnost skupnih kislin v strokih nizkega fizola. Okuzeni
stroki vsebujejo znagilno ve&jo vsebnost skupnih kislin (5,0 + 0,4 g kg™ sveZe mase) kot
zdravi stroki nizkega strojega fizola (4,0 + 0,3 g kg™ sveze mase) (Preglednica 10).

V preglednici 10 so prikazane povprecne vsebnosti organskih kislin glede na okuzenost
(O) strokov nizkega fizola z glivo C. lindemuthianum (neokuzeno, okuzeno) in kultivar (K)
nizkega fizola (*‘Re dei burri’ (‘R”) in “Top crop’ (‘T’).
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Vsebnost jabol¢ne kisline

Na vsebnost jabol¢ne kisline v strokih nizkega fizola kultivar, okuzba in njuna interakcija
niso imeli znaéilnega vpliva (Preglednica 10).

Vsebnost citronske kisline

Kultivar ima znacilen vpliv na vsebnost citronske kisline v strokih nizkega fizola. Stroki
kultivarja ‘Top crop’ so vsebovali znacilno vecjo vsebnost (83,3 %) citronske kisline (1,1
+0,1 g kg™ sveze mase) kot stroki kultivarja ‘Re dei burri’ (0,6 + 0,09 g kg™ sveZe mase)
(Preglednica 10).

Vsebnost Sikimske kisline

Okuzenost ter interakcija kultivarja in okuzenosti sta imela znacilen vpliv na vsebnost
Sikimske kisline v strokih nizkega fizola. V okuZenih strokih kultivarja ‘Re dei burri’ smo
ugotovili znacilno ve&jo vsebnost Sikimske kisline (1,1 + 0,2 g kg™ sveZe mase) kot v
strokih ostalih obravnavanj in sicer do 83,3 %. Med vsebnostmi Sikimske kisline v strokih
ostalih obravnavanj ni znacilnih razlik (Preglednica 10).

Vsebnost fumarne Kisline

Kultivar in okuZenost imata znacilen vpliv na vsebnost fumarne kisline v strokih nizkega
fizola. Stroki kultivarja ‘Re dei burri’ (0,33 + 0,02 g kg™ sveZe mase) vsebujejo znacilno
ve&jo vsebnost fumarne kisline (15,2 %) kot stroki kultivarja ‘Top crop’(0,28 + 0,02 g kg™
sveZe mase). Okuzeni stroki vsebujejo znacilno ve¢jo vsebnost (25,9 %) fumarne kisline
(0,34 + 0,02 g kg™* sveZe mase), kot zdravi stroki strogjega fizola (0,27 + 0,01 g kg™ sveZe
mase) (Preglednica 10).

4.2.3.3 Vsebnost in struktura fenolnih spojin v strokih nizkega fizola glede na okuzbo z
glivo Colletotrichum lindemuthianum in kultivar

Skupni fenoli

V preglednici 11 lahko vidimo, da je vsebnost skupnih fenolov v okuZzenem tkivu znacilno
vi§ja kot v zdravem tkivu okuZenega stroka in neokuzenem stroku. 1z slike 51 je razvidno,
da imata zdravo tkivo okuZenega stroka in neokuZen strok podobno strukturo fenolnih
spojin. Prevladujejo tri skupine fenolov: flavonoli (30,0 % in 27,4 %) derivati
hidroksicimetnih kislin (35,1 % in 32,7 %) in flavanoli (28,9 % in 31,9 %). Majhen delez
pripada flavanonom (4,9 % in 6,4 %) in dihidrohalkonom (1,2 % in 1,6 %). V okuZenem
tkivu je delez derivatov hidroksicimetne kisline manjsi (8,3 %), naraste pa delez
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flavanonov (30,7 %) na novo pa se sintetizirajo izoflavoni (15,5 %) in flavoni (10,2 %), ki
jih v zdravem tkivu nismo zaznali.
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Slika 51: Delezi posameznih podskupin flavonoidov dolo¢enih v strokih nizkega fizola glede na okuzenost z
glivo Colletotrichum lindemuthianum.

Figure 51: Shares of each sub-group of flavonoids detected in dwarf French bean pods, depending on the
Colletotrichum lindemuthianum infection.

V prilogi A so predstavljene povprecne vsebnosti posamic¢nih fenolnih spojin s
pripadajo¢imi standardnimi napakami in stopnjo statisticne znacilnosti, ki smo jih ugotovili
v strokih nizkega fizola glede na okuzbo z glivo Colletotrichum lindemuthianum in
kultivar. V okuzenih strokih nizkega fiZzola smo ugotovili 33 novo nastalih fenolnih spojin.
Najvisje vsebnosti so imele naslednje novo nastale fenolne spojine: dihidrokempferol
heksoza (3052,8 + 609,6 g 100 g™ sveZe mase), naringenin heksoza 3 (2779,6 + 1232,0
Hg 100 g™ sveZe mase), dihidrokempferol diheksoza (1950,3 + 361,6 pg 100 g™ sveze
mase), daidzein heksoza 1 (1797,4 + 779,9 ug 100 g™ sveZe mase), naringenin heksoza 1
(1796,1 + 791,9 pg 100 g™ sveZe mase), genistein diheksoza (1220,9 + 238,0 pg 100 g*
sveZe mase), apigenin heksoza 1 (1008,9 + 261,5 pg 100 g™ sveZe mase), formononetin
heksoza (623,3 + 278,7 g 100 g™ sveZe mase), formononetin heksoza 2 (537,9 + 227,4 ug
100 g* sveZe mase), floretin diheksoza (144,0 + 49,3 pg 100 g™ sveZe mase), floretin
heksoza (58,1 + 16,9 ug 100 g* sveZe mase), floridzin acetil diheksoza (47,2 + 16,5 pg
100 g™* sveZe mase), ostale novo nastale fenolne spojine so imele manjse vsebnosti.

V preglednici 11 je predstavljen vpliv okuzbe z glivo Colletotrichum lindemuthianum in
kultivarja na posamezne fenolne podskupine.
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Preglednica 11: Stopnje statisti¢ne zna¢ilnosti, vsota povprenih vsebnosti posamezne fenolne skupine (ug 100 g™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoce
standardne napake glede na okuZenost (O) strokov nizkega fiZola z glivo Colletotrichum lindemuthianum (neokuZeno (NEOK), zdravo tkivo okuZenega stroka
(ZTOS) in okuZeno tkivo (OK)) in kultivar nizkega fiZzola (K) (‘Re dei burri’ (‘R”) in “Top crop’ (‘T’)).

Table 11: Levels of statistical significance, sum of average content for each phenolic group (g 100 g™* of fresh dwarf French beans) and associated standard errors
according to Colletotrichum lindemuthianum dwarf French bean pods contamination (O) (neokuZeno, zdravo tkivo okuZenega stroka in okuZeno tkivo) and dwarf
French bean cultivar (K) (‘Re dei burri’ (‘R”) in “Top crop’ (‘T’)).

. Stopnj a statistiéne K 0 KxO
Skupina znacilnosti

K O] KxO ‘R’ ‘T NEOK ZTOS OK ‘R’NEOK ‘R’ZTOS ‘R’OK ‘T’NEOK ‘T’ZTOS  ‘T’OK

Derivati
hidroksicimetnih NS NS NS
kislin (skupaj)

1702,7 1865,8 1439,6 1936,1 1977,1 1870,6 18154 2001,6 2138,7

(181,7) (1195  (528)  (1203) (2746) 4220823) g5 (5265) (1745)  (221.3)

1457,2 (74,9)

Difidronalkoni (¢ ux . 2985 3207 1735 (23587; 1989 1946(177) 398 3712 oo 1859 6266

(skupaj) (393) (99 (58a 2 (630)b ab 590 bc  (905)c 2043 ohavan  (386)d

Flavonoli NS wee g 42550 28563 12283 (126817'5% (Zifg’?‘) 1060,0 21094 959538 1396,5 11263 6046.0

(skupaj) 13228 (6238 (400a ~ (120,2) @8L7) @171 (275.1) (1352)  (411,7)
1891,0

Fvanoli wox wex e 0(o0)a 2007 11850 2370,0 37820 0 00va

(6605 0(0,0)a  0(0,0)a 0(0,0)a 0(00)a
C

(4400)b  (403,7) b (1765)b  (418,7)c

378,6 72974

Flavanoni 30425 22080 19938 9127.6 7573 54672
(skupai) NS ™ NS (14796) (636.9) (66.8)a (123'8) (15%5'7) 0(00) 000 30167y 399512 (647 (506,0)
) 2214,0 3678,9 6641,9
Izoflavoni o ok ek ' 238,6 0(0,0) ' ' 715,8
s w1y gy, 000a QY e 0eoa  000a G82n 000 0002 g3
Flavoni (skupaj) NS  *** Ns 10925 5646 444, 0(00) (2542205'27) 0(0,0) 000 1576 0(0,0) 0(00) L6938
p3j (495.4)  (221.0) : a o : : (956,7) : : (186,6)
SKUPNI NS wex 125661 101057 42262 (67028815") (243960958;; 2676,5 4309,8 (390076089'26) 57757 (758758361) (11636286851)
FENOLI @24 (1467 (5590)a 20 o asa (9Da %2 wogg)an ® 20,

NS-ni statisti¢no znacilnih razlik; * Statisti¢no znacilne razlike pri P-vrednosti pod 0,05; ** Statisti¢no znacilne razlike pri P-vrednosti pod 0,01; *** Statisti¢no znacilne razlike pri
P-vrednosti pod 0,001. Razli¢ne ¢rke v vrstici pomenijo statisticno znacilne razlike (Duncanov test p < 0,05), med enakimi ¢rkami ni znacilnih razlik.
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Vsebnost flavonolov

Iz preglednice 11 je razvidno, da je okuzba znacilno povecala vsebnost flavonolov saj smo
v tkivu pege ugotovili v povpredju 7820,9 + 1416,4 pg 100 g™ sveZe mase glede na
neokuZeno tkivo (1228,3 + 140,0 pg 100 g sveZe mase na zdravem stroku oz. 1617,9 +
284,5 ug 100 g sveZe mase na okuZenem stroku). Povedanje vsebnosti flavonolov smo
ugotovili pri obeh kultivarjih.

V neokuZenih strokih in zdravem tkivu okuzenega stroka najvecji delez flavonolov
predstavljajo derivati kvercetina (80,0 in 81,3 %), sledijo derivati kempferola (19,7 in 18,3
%), zanemaljivo malo pa smo ugotovili derivatov izoramnetina (0,3 in 0,4 %). V
okuzenem tkivu opazimo precejSnje povecanje deleza derivatov kempferola (86,3 %) in
precejSnje zmanjSanje deleza derivatov kvercetina (11,0 %), opazili smo tudi povecanje
deleZa derivatov izoramnetina (2,7 %) (Slika 52).

Flavonoli

100% -
90% - u Derivati izoramnetina
80% -
# Derivati kvercetina
70% -

60% - # Derivati kempferola
50% -
40% -
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Slika 52: Delezi flavonolov dolocenih v strokih nizkega fiZzola glede na okuzenost z glivo Colletotrichum
lindemuthianum.

Figure 52: Shares of flavonols detected in dwarf French bean pods, depending on the Colletotrichum
lindemuthianum infection.
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Iz priloge A je razvidno, da je porast flavonolov posledica razli¢énih mehanizmov v rastlini,
Ki se sprozijo ob nastali okuZbi in sicer gre za sintezo na novo nastalih flavonolov, kot so
kempferol diheksoza, dihidrokempferol heksoza, dihidrokempferol diheksoza in kempferol
heksozil rutinozid, ki prispevajo 78 % (‘Re dei burri’) 0z. 73 % (‘“Top crop’) k skupni
vsebnosti flavonolov v okuZenem tkivu, priblizno 8 % prispevajo na novo sintetizirani
dihidrokempferol heksoza in dihidroheksoza, laricitrin, makiain acetil heksoza in heksoza
pri obeh kultivarjih in kempferol-3-O-acetil heksoza in heksozid ter kempferol-3-O-
heksozid, ali povecanja nekaterih flavonolov, ki smo jih analizirali Ze tudi v neokuzenem
tkivu (kempferol-3-O-rutinozid).

Vsebnost derivatov hidroksicimetnih kislin

Ugotovili smo, da na vsebnost derivatov hidroksicimetnih kislin okuzba ni delovala
znacilno, ¢eprav smo pri kultivarju ‘Top crop’ zaznali povecano vsebnost glede na zdravo
tkivo, vendar razlike niso bile znacilne (Preglednica 11).

V neokuZenem stroku in zravem tkivu okuzenega stroka nizkega fiZzola najvecja deleza
derivatov hidroksicimetnih kislin predstavljajo derivati p-kumaroil aldari¢ne kisline (43,7
in 41,1 %) in derivati feruloil aldari¢ne kisline (37,7 in 37,5 %), sledijo derivati vanilne
kisline (10,0 in 10,6 %) in derivati sinapiol ramnozida (6,5 in 9,0 %), derivatov kavne
kisline in derivatov klorogenske kisline je bilo zanemarljivo malo. V okuzenem tkivu so
najvecji delez predstavljali derivati p-kumaril aldari¢ne kisline (46,1 %), sledijo derivati
feruloil aldaricne kisline (14,9 %), derivati sinapicne kisline (14,6 %), derivati vanilne
kisline (12,5 %) in derivati sinapoil ramnozida (11,9 %) (Slika 53).

Pri kultivarju “‘Re dei burri’ je bila med derivati najbolj zastopana vanilna kislina-heksoza
in feruloil aldari¢na kislina (20 %) ostali derivati (p-kumaroil aldari¢na kislina, feruloil
aldari¢na kislina) so predstavljali 5 in 10 % od skupne koli¢ine derivatov hidroksicimetnih
kislin. V okuZenem tkivu smo zaznali poveZano sintezo predvsem derivata vanilna kislina-
heksoza in sinapoil ramnozid 1 in 2. Pri kultivarju “Top crop’ je v okuZenem tkivu najbolj
narasla vsebnost p-kumaroil aldari¢ne kisline, ki je predstavljala 40 % od celotne vsebnosti
derivatov hidroksicimetnih kislin v okuzenem tkivu. V tem tkivu smo ugotovili tudi na
novo sintetizirana derivata hidroksicimetnih Kislin in sicer sinapi¢no kislino ramnozid 1 in
2, ki sta skupaj predstavljala 27 % skupne vsebnosti derivatov hidroksicimetnih Kislin v
okuzenem tkivu (Priloga A).
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Slika 53: DeleZi derivatov hidroksicimetnih kislin dolo¢enih v strokih nizkega fiZzola glede na okuZenost z
glivo Colletotrichum lindemuthianum.

Figure 53: Shares of hydroxycinnamics acids derivatives detected in dwarf French bean pods, depending on
the Colletotrichum lindemuthianum infection.

Vsebnost flavanolov

Fenolne spojine iz skupine flavanolov smo dolo¢ili le v zdravem tkivu pri Kultivarju “Top
crop’ in sicer je bila v zdravem tkivu okuZenega stroka znacilno veéja vsebnost skupnih
flavanolov glede na zdrav strok, v okuZenem tkivu istega kultivarja nismo dolo¢ili
nobenega od flavanolov. Prav tako zdravo in okuZeno tkivo kultivarja ‘Re dei burri’ ni
vsebovalo flavanolov. Med najbolj zastopanimi flavanoli v tkivu kultivarja “Top crop’ so
bili katehin, procianidin dimer 1 in procianidin trimer. Vsebnost procianidinov je bila v
tkivu iz okuzenega stroka znacilno vecja od vsebnosti v zdravem tkivu (Slika 54 in Priloga
A).
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Slika 54: Delezi flavanolov dolocenih v strokih nizkega fizola glede na okuZenost z glivo Colletotrichum
lindemuthianum.
Figure 54: Shares of flavanols detected in dwarf French bean pods, depending on the Colletotrichum
lindemuthianum infection.

Vsebnost flavanonov

Najmocnejsi vpliv je imela okuzba prav na povecano vsebnost flavanonov, pri obeh
kultivarjih (Preglednica 11). Pri kultivarju ‘Re dei burri’ je okuZba sproZila sintezo
flavanonov, predvsem naringenina heksoze treh oblik, ki jih v zdravem tkivu nismo
dolocili. Pri kultivarju‘Top crop’ pa je priSlo do nove sinteze naringenina diheksoze,

naringenina heksoze in heksoze 1 oz. do povecanja vsebnosti naringenina heksoze 2. Pri

obeh kultivarjih smo znacilno vecjo vsebnost flavononov ugotovili v okuzenem tkivu
(Slika 55 in Priloga A).
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Slika 55: Delezi flavanonov dolo¢enih v strokih nizkega fiZzola glede na okuzenost z glivo Colletotrichum
lindemuthianum.
Figure 55: Shares of flavanons detected in dwarf French bean pods, depending on the Colletotrichum
lindemuthianum infection.

Vsebnost dihidrohalkonov

Podobno kot na flavanone je imela okuZzba znacilen vpliv tudi na pove€anje vsebnosti
dihidrohalkonov, pri obeh kultivarjih. Pri kultivarju‘Top crop’ je bilo povecanje znacilno,
pri kultivarju ‘Re dei burri’ pa je bilo znacilno le glede na neokuzen strok (Preglednica 11).
Pri kultivarju ‘Re dei burri’ je najvecji delez (50 %) pripadel floretin-C-diglikozidu, ki smo
ga zaznali v vseh treh vrstah tkiva, na novo pa sta bila v okuzenem tkivu sintetizirana
floretin heksoza in floridzin acetil diheksoza. V okuZenem tkivu pri kultivarju ‘Top crop’
smo ugotovili vsebnost petih na novo sinstiteziranih dihidrohalkonov in sicer floretin
heksoze in floretin diheksoze (ki predstavlja 45 % od skupnih dihidrohalkonov), floretin
pentozil heksoze, floretin pentozil hesozida in floretin acetil heksoze (Slika 56 in Priloga

A).
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Slika 56: Delezi dihidrohalkonov dolocenih v strokih nizkega fizola glede na okuZenost z glivo
Colletotrichum lindemuthianum.

Figure 56: Shares of dihydrohalcones detected in dwarf French bean pods, depending on the Colletotrichum
lindemuthianum infection.

Vsebnost izoflavonov

Okuzba je vplivala na sintezo izoflavonov, ki smo jih dolo¢ili le v okuzenem tkivu, pri
obeh kultivarih, ki sta se v njihovi sintezi tudi znacilno razlikovala. V okuZenem tkivu
strokov kultivarja ‘Re dei burri’ smo dolocili znacilno veéjo vsebnost glede na okuzeno
tkivo kultivarja “Top crop’ (Preglednica 11). Pri kultivarju ‘Re dei burri’ je prisSlo do
najmocnejse sinteze daidzein heksoze, ki prestavlja 50 % od celotne vsebnosti izoflavonov,
vedji je Se delez formononetin heksoze (19 % ), na novo so sintetizirani Se formononetin
heksoza 1, 2 in 3, daidzein heksoza 2 ter afrormozin heksoza. Vsi izoflavoni so
sintetizirani tudi v okuzenem tkivu Kultivarja “Top crop’ razen formononetin heksoze
(Slika 57 in Priloga A).
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Slika 57: Delezi izoflavonov dologenih v strokih nizkega fizola glede na okuzenost z glivo Colletotrichum
lindemuthianum.

Figure 57: Shares of isoflavones detected in dwarf French bean pods, depending on the Colletotrichum
lindemuthianum infection.

Vsebnost flavonov

Okuzba je vplivala tudi na sintezo novo nastalih flavonov (Preglednica 11) in sicer pri
obeh kultivarjih na sintezo apigenin heksoze 1 in genistein diheksoze in pri kultivarju ‘Re
dei burri’ Se na sintezo apigenin diheksoze. Vsebnost flavonov je bila v strokih kultivarja
‘Re dei burri’ znacilno vec¢ja od vsebnosti v strokih kultivarja ‘Top crop’ (Slika 58 in
Priloga A).
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Slika 58: Delezi flavonov dolo¢enih v strokih nizkega fiZola glede na okuzenost z glivo Colletotrichum
lindemuthianum.
Figure 58: Shares of flavones detected in dwarf French bean pods, depending on the Colletotrichum
lindemuthianum infection.



83

Logar M. Vsebnost ... metabolitov v strokih ... fiZzola ... okuZenih z glivo Colletotrichum lindemuthianum ... Cavara.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2015

5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Poskus o vplivu rastnih razmer, zrelosti stroka in kultivarja na vsebnost
nekaterih primarnih in sekundarnih metabolitov v strokih nizkega fizola

Rastne razmere pod protito¢no mrezo

Rastline gojene pod ¢rno protitocno mrezo so v povpre¢ju prejele 49,8 do 61 % manj
fotosintetsko aktivne osvetlitve v primerjavi z rastlinami na prostem. NasSi rezultati kazejo
ve¢je zmanj$anje osvetlitve, kot v ostali literaturi, kjer poroc¢ajo o 28-45 % zmanjSanju
PAR pod razli¢nimi tipi in gostotami mrez (Crete in sod., 2001; Dussi in sod., 2005;
Jakopic in sod., 2009; Stampar in sod., 2002). Na pokritih gredicah so bile tako razmere za
optimalen fotosintetski proces manj primerne kot na nepokritih gredicah, kajti maksimalna
fotosintetska CO, asimilacija v rastlinah fizola je dosezena pri osvetljitvi 600 pmol
fotonov m%s* (Guidi in sod., 2002). Fotosinteza je glavni proces odgovoren za kopicenje
asimilatov in posledi¢no vpliva na razvoj rastline in njeno rast (McCree, 1986). Zaradi
vplivov mreze na osvetlitev rastlin, smo pricakovali spremembe v kemi¢ni sestavi strokov
nizkega fizola. Tudi temperatura ima vpliv na fotokemic¢ni aparat v rastlini nizkega fizola
(Ribeiro in sod., 2004). Uporaba protito¢ne mreze je povprecno dnevno in maksimalno
temperaturo znizala za 8 do 10 %. Podoben vpliv uporabe protitoéne mreze na
temperaturno zmanjSanje ali zvecanje so opazili tudi v drugih Studijah (lglesias in Alegre,
2006; Shahak, 2008; Stamps, 2009), kjer so mrezo uporabili za zmanj$anje vroCinskega
stresa na rastline ali za povzrocitev vpliva tople grede.

Vsebnost nekaterih primarnih metabolitov in skupnih fenolov v strokih nizkega fizola
glede na kultivar

V naSem poskusu smo potrdili vpliv genotipa na vsebnost sladkorjev, citronske kisline,
vitamina C in skupnih fenolov. Odziv kultivarjev na spremenjene rastne razmere pod
protitocno mrezo se je pokazal v razli¢ni sintezi fruktoze in glukoze. Pokritost je zmanjSala
vsebnost fruktoze in glukoze v mladih strokih kultivarja ‘Paulista’ ter mladih in zrelih
strokih kultivarja ‘Berggold’. Med organskimi kislinami smo opazili vpliv genotipa na
vsebnost citronske, Sikimske Kkisline in fumarne kisline. Vsebnost citronske kisline v
strokih nepokritih rastlin se je znacilno zmanjSala z dozorevanjem strokov pri kultivarjih
‘Berggold’ in ‘Top crop’. Najbolj o€iten vpliv genotipa je bil opaZzen pri vsebnosti
vitamina C v dveh kultivarjih. Znacilno vecjo vsebnost vitamina C smo zaznali v strokih
kultivarja ‘Berggold’ (166,1 mg kg™) in “Paulista’ (170,5 mg kg™), ki sta odporna na
fizolovo vdrto pegavost, v primerjavi z ‘Re dei burri’ (147,5 mg kg™) in “Top crop’ (123,2
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mg kg™), ki sta obcutljiva na fizolovo vdrto pegavost. V raziskavi z jagodami so dokazali,
da tkivo iz odpornega kultivarja jagod vsebuje vec askorbinske kisline kot tkivo iz
obcutljivih kultivarjev (Wang in Galletta, 1996). Nas$i razultati kazejo tudi znalilne
genotipske razlike za vsebnosti skupnih fenolov, ne glede na zrelost strokov in pokritost s
protito¢no mrezo. Vsebnost skupnih fenolov je v zelenostro¢nih kultivarjih ‘Paulista’ (23,9
%) in ‘Top crop’ (9,5 %) znacilno upadla pri gojenju pod mrezo, medtem ko je pri
rumenostro¢nih kultivarjih ‘Berggold’ in ‘Re dei burri’ gojenje pod mrezo povecalo
njihovo vsebnost v mladih strokih, toda razlike niso bile znacilne.

Vpliv rastnih razmer pod protito¢no mreZo na kemijsko sestavo strokov nizkega fizola

Gojenje pod protitoéno mrezo je v nasem poskusu znacCilno vplivalo na spremembo
mikroklimatskih razmer v rastnem prostoru nizkega fiZola, kot tudi na kemijsko sestavo
strokov nizkega fizola. Uporaba mreze je znacilno zmanjsala povpre¢no vsebnost fruktoze
in glukoze v strokih kultivarja ‘Berggold’. Ti rezultati so bili delno pri¢akovani, saj iz
literature lahko razberemo, da je fotosinteza proces, ki je odvisen od osvetlitve in
odgovoren za akumulacijo suhe snovi (McCree, 1986). Pri pridelavi pod mrezo je bila
fotosinteza ovirana zaradi zmanjSanja fotosintetsko aktivne osvetlitve. Maksimalna
fotosintetska CO, asimilacija v rastlinah fiZzola je dosezena pri osvetljitvi 600 pmol
fotonov m % (Barradas in Hamlyn, 1996; Guidi in sod., 2002), rastline fiZola pokrite z
protitodno mrezo pa so v povpredju prejele le 325,8 pmol fotonov m s *. Vpliv uporabe
protitocne mreze na vsebnost organskih kislin je bil manjsi kot vpliv na vsebnost
posamic¢nih sladkorjev. Uporaba mreze je znacilno vplivala na vsebnost fumarne kisline, ki
smo jo med vsemi kislinami zaznali v najmanjSih koncentracijah. Interakcija mreze in
zrelosti je znacilno vplivala na vsebnost jabol¢ne kisline. Najve¢ji vpliv mreze smo opazili
na vsebnost vitamina C, saj so imeli stroki pokritih rastlin znac¢ilno manjSo vsebnost
vitamina C v primerjavi s stroki nepokritih rastlin. Ti rezultati so pri¢akovani, saj se
vitamin C tvori iz sladkorjev proizvedenih v fotosintezi (Lee in Kader, 2000). Podobno kot
za vsebnost vitamina C, smo potrdili znacilen vpliv pokritosti z mrezo tudi na vsebnost
skupnih fenolov. Ugotovili smo manjSe vsebnosti skupnih fenolov v strokih pokritih rastlin
v primerjavi s stroki nepokritih rastlin, toda razlike so bile znacilne le za zelenostro¢ne
kultivarje. Podobne rezultate smo nasli tudi v literaturi in sicer za razli¢ne vrste zelenjave.
Luthria in sod. (2006) so ugotovili zna¢ilno zmanjSanje skupnih fenolov v plodovih
paradiznika, pri rastlinah gojenih v posebnih UV razmerah v primerjavi s tistimi gojenimi
pod UV propustnim prekrivnim materialom. Ugotovili so, da je predvsem UV-B sevanje
pomemben dejavnik v akumulaciji fitokemikalij v rastlinah, saj lahko aktivira dolo¢ene
encime, kot sta fenilalanin amonijak liaza in halkon sintaza. Oba sta vpletena v
fenilpropanoidno pot in vodita v akumulacijo fenolnih spojin v rastlinah. Zhou in sod.
(2009) so ugotovili razlike v vsebnostih sekundarnih metabolitov v ¢asu rastne dobe na
pokritih in nepokritih rastlinah solate. Nepokrite rastline so imele na zacetku rastne sezone
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znadilo vedjo vsebnost skupnih fenolov (300 mg GAE kg sveZe mase) v primerjavi s
pokritimi rastlinami (100 mg GAE kg * sveZe mase). Ugotovili so, da je dovolj visoka
osvetljenost klju¢na za kopicenje flavonoidov in vitaminov, ki sluzijo zasCiti pred
oksidativnim stresom, ki ga povzro¢a mocna osvetlitev.

Kemijska sestava strokov nizkega fizola glede na stopnjo zrelosti stroka

V nasi raziskavi smo ugotovili znacilen vpliv zrelosti stroka na vsebnost vseh posami¢nih
sladkorjev, ki smo jih analizirali v nasi Studiji. Mladi stroki so pri vseh kultivarjih razen pri
“Top crop’ imeli ve¢jo povprecno vsebnost fruktoze in glukoze kot zreli stroki. Pri
vsebnosti saharoze smo ugotovili ravno obratno in sicer zreli stroki vseh obravnavanj razen
stroki kultivarja ‘Berggold’ pod mreZo, so imeli znacilno vecjo vsebnost saharoze v
primerjavi z mladimi stroki. Nasi rezultati sovpadajo z rezultati VVandenLangenberga in
sod. (2012) ki trdijo, da vsebnost glukoze in fruktoze tekom dozorevanja ter rasti stroka
pada, vsebnost saharoze pa narasc¢a. Saharoza je primarni vir ogljika ter metabolne energije
med razvojem stroka. V zacetku rasti stroka pride do hitrega kopi¢enja suhe snovi, hkrati
pa je v tem obdobju zelo aktivna kislinska invertaza, ki razbije molekulo saharoze v
fruktozo ter glukozo. Takoj po cvetenju sta ta dva monomera porabljena za celi¢no rast ter
dihanje hitreje kot pa nastajata. Njuna koncetracija je manjSa v za¢etku razvoja rasti stroka
in se za¢ne povecCevati skupaj s povecano aktivnostjo kislinske invertaze (Sung in sod.,
1994). Monomeri dosezejo maksimalno koncetracijo v vmesni stopnji razvoja stroka, ko
strok dosezZe poloviéno ali kon¢no velikost (10 do 14 dni po cvetenju). Po tej fazi zacne
njuna vsebnost padati zaradi zmanSanja aktivnosti Kislinske invertaze. Hkrati pa zac¢ne
naraSCati koncentracija saharoze in doseze najve¢jo vsebnost pri polni velikosti stroka
(tako imenovani tehnoloski zrelosti) (VandenLangenberg in sod., 2012).

Znacilen vpliv zrelosti stroka je bil v nasi Studiji potrjen tudi za vse organske kisline, ki
smo jih analizirali. Povpre¢na vsebnost jabol¢ne kisline je padala z dozorevanjem strokov
pri vseh obravnavanjih, razen pri nepokritih rastlinah kultivarja ‘Re dei burri’ in *Paulista’.
Podobno zmanjSevanje vsebnosti organskih kislin v ¢asu dozorevanja ploda so potrdili tudi
za plod jabolka in podolgovate paprike (Luning in sod., 1994; Sturm in Stampar, 1999). Za
zelenostro¢ne kultivarje z okroglimi ali plos¢atimi stroki so raziskovalci ugotovili obraten
vpliv zrelosti stroka na jabol¢no kislino in sicer poro¢ajo o povecani vsebnosti jabol¢ne
kisline med dozorevanjem stroka (Kuti, 1992; Martinez in sod., 1995). Padec vsebnosti
jabol¢ne kisline s poveCevanjem zrelosti stroka v naSi raziskavi lahko pripisemo
razredéitvenemu ucinku zaradi povecanja mase Stroka in povecanega dihanja, saj je
jabol¢na kislina glavni metabolni substrat disimilacije skupaj s sladkorji (Auerswald in
sod., 1999; Vazquez-Oderiz in sod., 1994). V naSi raziskavi smo pri strokih nepokritih
rastlin kultivarja ‘Berggold’ in ‘“Top crop’ ugotovili znacilno 37 % in 43 % zmajSanje
vsebnosti citronske kisline s povecevanjem zrelosti stroka (iz 1,00 na 0,63 g kg™ in 0,95 na
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0,54 g kg™). V literaturi so predstavljeni nasprotni rezultati v povezavi z zrelostjo stroka ter
vsebnostjo citronske kisline. V plodovih podolgovate paprike je na primer koncentracija
citronske kisline znacilno narasla z dozorevanjem ploda, kar domnevno pripisujemo
predvsem zmanjSanju deleza vode v botani¢no zrelem plodu paprike. V listih zelja
koncetracija citronske kisline znagilno pada s staranjem listov, iz 1,59 g kg™ do 0,54 g kg™
(Sousa in sod., 2009). Vpliv zrelosti stroka na vsebnost fumarne kisline je bil povezan tako
s kultivarjem kot tudi z rastnimi razmerami. Dozorevanje stroka povzro¢a znacilno
zmanjSanje vsebnosti fumarne Kisline v strokih rastlin pokritih s protito¢no mrezo,
medtem, ko se vsebnost v nepokritih strokih povecuje z dozorevanjem stroka. Razlike v
vsebnosti fumarne kisline glede na zrelostno fazo rastline so v literaturi zabelezene pri
razliéni zelenjavi. Studija na paprikah je pokazala zmanjanje fumarne kisline v plodu z
dozorevanjem od 7 do 1 mg kg™ sveZe mase (Marin in sod., 2004). Na zelju porocajo, da je
vsebnost fumarne kisline padla iz 0,1g kg™ v notranjih mladih listih na 0,05 g kgv
zunanjih starejSih listih (Sousa in sod., 2009). V naSi raziskavi se je najbolj oc¢iten vpliv
zrelosti stroka pokazal na vsebnosti vitamina C, kjer je povpre¢na vsebnost vitamina C bila
za 5,7 % vecja v zrelih strokih v primerjavi z vsebnostjo v mladih strokih v vseh 4
kultivarjih. NaSi rezultati potrjujejo ugotovitve iz literature, da je dozorevanje eden kjuc¢nih
dejavnikov, ki povecujejo vsebnost vitimina C v plodovih razli¢ne zelenjave, npr. v
podolgovati papriki ter paradizniku povecanje znasa 30 %, zmanjSanje vsebnosti vitamina
C z dozorevanjem pa belezimo v sadju kot sta jabolko ter mango (Lee in Kader, 2000).
Zrelost je imela znacilen vpliv na vsebnost skupnih fenolov v naSih vzorcih. Mladi stroki
so imeli za 33 % vecje vsebnosti skupnih fenolov kot zreli stroki, kar so potrdile Ze
predhodne tovrstne Studije (Tomas-Barberan in sod., 1991). Vsebnosti skupnih fenolov v
mladih strokih so bile od 185,3 do 297,3 mg GAE kg™, v zrelih strokih pa od 116,1 do
233,7 mg GAE kg'l. Studija na fizolu kaZe, da so flavonoidi prevladujo¢a skupina med
sekundarnimi metaboliti dolo¢enimi Vv strokih fizola, vpliv dozorevanja na flavonoide pa
variira med razli¢nimi vrstami zelenjave. V $pinac¢i so imeli srednje dozoreli listi vecjo
vsebnost skupnih flavonoidov (12 do 23 mg g™ suhe mase) kot zreli listi, v katerih se je
vsebnost skupnih flavonoidov gibala med 15 in 18 mg g™ suhe mase (Pandjaitan in sod.,
2005). Podobno zmansanje flavonoidov iz 202,4 na 25,4 mg kg™ sveZe mase porodajo med
dozorevanjem plodov paprike (Marin in sod., 2004).
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5.1.2 Poskus o vplivu okuzenosti z glivo Colletotrichum lindemuthianum in
kultivarja na vsebnost nekaterih primarnih in sekundarnih metabolitov v
stroku nizkega fiZzola

Kemijska sestava strokov glede na kultivar in odpornost kultivarjev nizkega fizola na
okuzbo z glivo Colletotichum lindemuthianum

Kultivarja nizkega fizola ‘Paulista’ in ‘Berggold’ sta v naSi raziskavi potrdila svojo
odpornost na okuzno z glivo C. lindemuthianum. Pri obcutljivih kultivarjih “Top crop’ in
‘Re dei burri’ smo zabelezili skoraj polovico trzno neprimernega pridelka, zato
ugotavljamo, da fizolova vdrta pegavost lahko povzroci veliko ekonomsko Skodo.
Rodriguez-Guerra in sod. (2003) porocajo o0 podobni izgubi pridelka (47 %), Mikulic-
Petkovsek in sod. (2014) pa poro¢ajo o najvecji stopnji okuzbe pri kultivarju “Top crop’.
Pri nadzoru bolezni ne gre le za omejevanje izgub pridelka, ampak tudi za zmanjSevanje
stroskov za kemi¢no in mehani¢no varstvo, kot tudi za zmanjSanje obremenitve okolja s
sredstvi za varstvo rastlin (Jakopic in sod., 2013). V naSi raziskavi se je okuzba
nezazeljeno razsirila tudi na neokuzene gredice kljub uporabi 1 m varnostnega pasu med
gredicami. Obolele so le rastline obcutljih kultivarjev “Top crop’ in ‘Re dei burri’.
Menimo, da je do prenosa okuzbe prislo zaradi neviht, nalivov in vetra, o ¢emer poroc¢ajo
tudi drugi raziskovalci. Tekom nevihte se spore Sirijo tudi do 4,6 m od Zaris€a in
ugotovljeno je, da ena rastlina lahko v sezoni razsiri bolezen v radiju 30 m (Bailey in Jeger,
1992). Gojenje odpornih Kkultivarjev je najucinkovitejSa kontrola proti glivi C.
lindemuthianum (Bailey in Jeger, 1992; Kelly in Vallejo, 2004).

Pricakovali smo negativen vpliv okuzenosti z glivo na pridelek, saj je rastlina ob napadu in
boju z glivo v stresu, toda ugotovili smo, da je koli¢ina pridelka odvisna predvsem od
izbranega kultivarja. Ugotovili smo tudi, da je povpreéna masa stroka odvisna le od
izbranega kultivarja. Masa strokov je padala z naras¢ajoco koli¢ino strokov na rastlino.

V strokih nizkega fizola vseh Sstirih kultivarjev je fruktoza vodilni sladkor, sledi glukoza,
najmanjSi delez pa pripada saharozi. V zdravih strokih nizkega fizola je bila jabol¢na
kislina vodilna kislina, sledijo Sikimska, citronska in fumarna kislina. To velja za stroke
kultivarjev “‘Paulista’, ‘Berggold’ in ‘Re dei burri’. V strokih kultivarja “Top crop’ pa smo
nasli veC¢jo vsebnost citronske kisline kot Sikimske Kkisline. Potrdili smo razlike v
vsebnostih primarnih metabolitov v zdravih strokih nizkega fiZzola glede na kultivar.
Kultivar ‘Paulista’ vsebuje do 56,5 % ve¢ jaboléne kisline, kultivarja ‘Paulista’ (do 40,5
%) in “Top crop’ (do 18,9 %) pa vsebujeta tudi vecjo vsebnost skupnih kislin kot ostala
dva kultivarja. O podobnih vsebnostih fruktoze, glukoze, saharoze in skupnih sladkorjev v
strokih fiZola porocajo tudi drugi raziskovalci (Lopez-Hernandez in sod., 1994; Mikulic-
Petkovsek in sod., 2014; Sanchez-Mata in sod., 2002; VVandenLangenberg in sod., 2012).
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Ko primerjamo vsebnosti primarnih in sekundarnih metabolitov v obeh letih raziskave
ugotovimo, da so bile vsebnosti sladkorjev v letu 2012 obc¢utno visje in so v mejah, kot jih
navaja literatura (VandenLangenberg in sod., 2012). Vsebnosti jabol¢ne kisline analizirane
v nasi raziskavi so primerljive (Gonzalez-Castro in sod., 1997; Mikulic-Petkovsek in sod.,
2014) ali nekoliko vec¢je (Martinez in sod., 1995; Vazquez-Oderiz in sod., 1994) od
rezultatov objavljenih raziskav. Vsebnosti citronske kisline so nekoliko vecje (Gonzalez-
Castro in sod., 1997; Vazquez-Oderiz in sod., 1994) ali primerljive (Mikulic-Petkovsek in
sod., 2014) z ostalo literaturo. Tudi vsebnosti fumarne kisline so nekoliko ve¢je kot navaja
literatura (Gonzalez-Castro in sod., 1997; Vazquez-Oderiz in sod., 1994). Literatura
navaja, da so razlike v vsebnostih organskih kislin posledica razli¢éne odpornosti rastlin ob
napadu patogenov (Gundidza in Gaza, 1993). V nasi raziskavi smo vecjo vsebnost jabol¢ne
Kisline dolocili v strokih kultivarja ‘Paulista’ kar je domnevno povzro¢ilo odpornost tega
kutlivarja na okuzbo glive C. lindemuthianum. V primerjavi vsebnosti organskih Kislin
(jabol¢ne, citronske, Sikimske in fumarne) v strokih nizkega fizola dolo¢enih v letih 2011
in 2012 ugotovimo, da so vsebnosti primerljive.

Pri analizi vsebnosti sekundarnih metabolitov smo potrdili domnevo, da je Stevilo
sekundarnih metabolitov in njihova vsebnost v strokih nizkega fiZzola odvisna od izbire
kultivarja. V naSi raziskavi smo analizirali fenolne spojine, ki jih razdelimo na fenolne
kisline in flavonoide (flavonoli, flavanoli, flavanoni, dihidrohalkoni). Zelenostrocna
kultivarja imata (‘Paulista’ 2,5 krat, “Top crop’ 2,2 krat) vecjo vsebnost skupnih fenolov
kot rumenostro¢na kultivarja, kar sovpada s teorijo, da v temnejSe obarvanem sadju in
zelenjavi najdemo vecje vsebnosti fenolnih spojin kot v svetlejSe obarvanem (Mulabagal in
sod., 2010; Vinson in sod., 1998). Ugotovljeno je bilo, da je odpornost rastlin na nekatere
ekonomsko pomembne bolezni in Skodljivce lahko povezana z vsebnostjo in
raznovrstnostjo fenolnih spojin v rastlinskem tkivu (Mikulic-Petkovsek in sod., 2009;
Rusjan in sod., 2012). V primerjavi listov ob¢utljivih in odpornih kultivarjev hrusk na
hruSev oZig, so raziskovalci ugotovili, da imajo kultivarji, odporni na hrusev ozig, vecjo
raven fenolnih spojin v listih (Gunen in sod., 2005). Visoka odpornost kultivarja ‘Paulista’
na glivo C. lindemuthianum v nasi raziskavi je lahko povezana z ve¢jo vsebnostjo skupnih
fenolov v strokih. Campos in sod. (2004) so pri Stirih kultivarjih fizola ugotovili pozitivno
povezavo med vsebnostjo fenolov in odpornostjo na antraknozo. Mikulic-Petkovsek in sod.
(2014) navajajo, da je med proucevanimi kultivarji ‘Paulista’ vsebovala najvec
dihidrohalkonov, kar bi lahko bilo povezano z njeno odpornostjo na okuzbo z glivo C.
lindemuthianum, v nasi raziskavi pa ugotavljamo, da stroki kultivarja ‘Berggold’ vsebujejo
znaCilno ve¢ dihidrohalkonov kot kultivarja ‘Paulista’ in “Top crop’. Visoka vsebnost
dihidrohalkonov bi lahko bila vzrok za odpornost kultivarja ‘Berggold’. Tudi Mikulic-
Petkovsek in sod. (2014) so enako kot mi ugotavili niZjo stopnjo derivatov
hidroksicimetnih kislin v odpornih Kultivarjih nizkega fiZzola ‘Paulista’ in ‘Berggold’.
Ostale raziskave na razli¢nih rastlinskih vrstah in razli¢nih organih porocajo o vi§ji
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vsebnosti derivatov hidroksicimetnih kislin v odpornih kultivarjih (Cole, 1984; Rekika in
sod., 2005). Mikulic-Petkovsek in sod. (2014) poroc¢ajo, da je vsebnost flavonolov najvisja
v odpornih kultivarjih nizkega fizola ‘Paulista’ in ‘Berggold’, kar smo ugotovili tudi v naSi
raziskavi. Mikulic-Petkovsek in sod. (2007) so ugotovili visje vsebnosti flavonolov v na
jabol¢ni Skrlup odpornih kultivarjev v primerjavi z neodpornimi kultivarji. Tudi delezi
skupnih fenolov, ki pripadajo posamezni fenolni podskupin so razli¢ni glede na kultivar.

Pri kultivarjih ‘Paulista’ in ‘Berggold’ najve¢ji delez predstavljajo flavonoli (97,5 in 82,3
%), pri ‘Re dei burri’ flavonoli (39,6 %) in derivati hidroksicimetnih kislin (53,1 %), pri
“Top crop’ pa flavanoli (41,0 %), flavonoli (24,3 %) in derivati hidroksicimetnih Kislin
(25,2 %). Vsebnosti skupnih fenolov v nasi raziskavi so nekoliko veéje od vsebnosti
fenolov, ki jih navajajo v podobni raziskavi (Jakopic in sod., 2013). Stroke nizkega fiZzola
lahko pri pripravi v kuhinji toplotno obdelamo na ve¢ nacinov. Po skoraj vseh nacinih
toplotne obdelave pa obdrzijo antioksidativni potencial, kar je med rastlinami redka
lastnost (Jimenez-Monreal in sod., 2009). Zato je tudi s tega vidika pomembno, da za
pridelavo izberemo kultivar fizola, ki ima v strokih najvecje vsebnosti za naSe zdravje
koristnih fenolnih spojin.

Kemijska sestava strokov nizkega fiZzola glede na okuzbo z glivo Colletotrichum
lindemuthianum

Kako je okuzba z glivo delovala na kemi¢no sestavo strokov smo ugotavljali na osnovi
analize nekaterih primarnih in sekundarnih matabolitov. Analize smo opravili le na
kultivarjih ‘Re dei burri’ in “Top crop’, pri katerih je prislo do okuzbe.

Vpliv_okuZbe na vsebnost in sestavo sladkorjev in organskih kislin: Okuzba z glivo C.
lindemuthianum je znaéilno povecala vsebnost saharoze v stroku kultivarja “Top crop’
(28,8 %). Ob okuzbi z glivo smo pri¢akovali padec vsebnosti sladkorjev, saj se le ti
porabljajo za tvorbo sekundarnih metabolitov, a se je to zgodilo le v strokih kultivarja ‘Re
dei burri’, kjer so bile vsebnosti posami¢nih sladkorjev nekoliko nizje v okuZenih strokih
glede na neokuZene stroke, vendar razlike niso bile statisti¢no znacilne. Pri rastlinah, ki so
sposobne uniciti patogena ali vsaj prepreCevati njegovo rast, so raziskovalci opazili

pozitivno povezavo med koli¢ino sladkorjev in koli¢ino proizvedenih antimikrobnih spojin
(Naqgvi in sod., 2011).

Organske Kisline v rastlinskem tkivu delujejo kot naravne antimikrobne spojine, ki so
prisotne v razli¢nih koncentracijah in imajo vpliv na aromo, okus, bravo plodov ter tudi
posreden vpliv na metabolizem fenolov, saj regulirajo pH v celici (Belitz in sod., 2009;
Flores in sod., 2012; Gonzalez-Castro in sod., 1997). Ugotovili smo, da je v najvecjem
delezu zastopana jabol¢na kislina, sledijo citronska, Sikimska in fumarna kislina, kar so v
podobni raziskavi na stro¢jem fizolu potrdili tudi Mikulic-Petkovsek in sod. (2014). Glede
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na dejstvo, da lahko organske kisline in njihove soli same ali v kombinaciji z drugimi
kislinami zmanjSujejo rast nekaterih patogenov (Kang in sod., 2003), nas je zanimalo ali
okuzba z glivo C. lindemuthianum spremeni vsebnost in sestavo organskih kislin v strokih
nizkega fizola. Ugotovili smo znacilno povecano vsebnost Sikimske in fumarne kisline ter
skupnih kislin, in sicer za 50, 26 in 25 %.

Vpliv okuZbe na vsebnost in sestavo fenolnih spojin: Fenolne spojine nastajajo v stresnih
pogojih in imajo Sirokospektralni protimikrobni uc¢inek, saj zanje predstavljajo strupene
snovi, te pa na njih tezko postanejo odporne. Koncentracija fenolnih snovi je bistvena za
dolo¢anje nacina delovanja. V niZjih koncentracijah vplivajo na delovanje encimov, v
vi§jih koncentracijah pa povzro¢ajo obarjanje proteinov (Agrios, 1997). V okuZenem tkivu
smo ugotovili povecanje vsebnosti skupnih fenolov in prislo je tudi do spremembe njihove

sestave, prislo je namreC do povecanja deleza flavonolov, flavanonov, dihidrohalkonov, do
tvorbe izoflavonov in flavonov, do zmanjSanja deleza hidroksicimetnih kislin in do
izginotja flavanolov. Kot odgovor na okuzbo s Colletotrichum capsici se je v plodovih
¢ilija povecala koli¢ina skupnih fenolov. Povecanje je bilo mnogo vecje pri nezrelih kot pri
zrelih plodovih (Anand in sod., 2009).

V zdravem tkivu strokov vseh §tirih kultivarjev smo skupno ugotovili 43 razli¢nih fenolnih
spojin. V okuzenem tkivu smo v strokih kultivarjev ‘Re dei burri’ in *“Top crop’ skupno
ugotovili 70 razli¢nih fenolnih spojin. V strokih (zdravih ali okuzenih) kultivarjev ‘Re dei
burri’ in “Top crop’ nismo nasli Sestih spojin, ki pa smo jih nasli v strokih na glivo
odpornih kultivarjev ‘Paulista’ (kempferol heksozil rutinozid, kvercetin heksozil rutinozid,
kvercetin ksilozil rutinozid, kvercetin-3-O-vicianozid, izoramnetin ksilozil rutinozid) in
‘Berggold’ (floretin malonil-C-diglikozid). Te spojine bi lahko bile povezane s povec¢ano
odpornostjo teh dveh kultivarjev na glivo C. lindemuthianum. Fenolnim spojinam
prisotnim pred okuzbo se je ob okuzbi z glivo C. lindemuthianum pridruzilo 33 novo
nastalih spojin. Novo nastale spojine pripadajo fenolnim kislinam in flavonoidom
(flavonolom, flavanonom, dihidrohalkonom, izoflavonom ter flavonom). Mikulic-
Petkovsek in sod. (2009) porocajo, da se za glive toksi¢ni fenoli nalagajo lokalno okrog
okuzenega mesta in da se je vsebnost fenolnih kislin, flavanolov, flavonolov,
dihidrohalkonov in posledi¢no tudi skupnih fenolov v jabolkih z oddaljevanjem od mesta
okuzbe zmanjSevala, kar nakazuje da je tvorba fenolov tesno povezana z okuzbo, zato smo
domnevali, da bomo v zdravem tkivu, ki smo ga odvzeli iz okuZenega stroka dobili
povecane vsebnosti skupnih fenolov, a se to ni zgodilo. Mikulic-Petkovsek in sod. (2014),
porocajo, da so rastline nizkega fiZzola na stresne razmere ob prisotnosti C. lindemuthianum
odreagirale s povecano sintezo specificnih sekundarnih metabolitov, med kultivarjema pa
niso opazili znaCilnih razlik v vsebnosti skupnih fenolov. Abu-Reidah in sod. (2013) so v
strokih fizola treh kultivarjev nasli 72 razliénih spojin, ki so jih podobno kot mi,
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razporedili v razli¢ne razrede: fenolne kisline in flavonoide (flavonoli, flavanoli, flavoni,
dihidrohalkoni, flavanoni, izoflavoni in izoflavanoni), lignine in ostale.

Vpliv_okuzbe na vsebnost in sestavo derivatov hidroksicimetnih kislin: Na vsebnost
derivatov hidroksicimetnih Kislin okuzba ni delovala znacilno, prislo pa je do sprememb v
njihovi sestavi. Derivati hidroksicimetnih kislin so prekurzorji za Stevilne fenolne spojine,
pri tem pa sodeluje encim PAL (Forkmann in Heller, 1999).

Vpliv_okuZbe na vsebnost in sestavo flavonolov: Okuzba je povzroCila 6,5 kratno
povecanje vsebnosti flavonolov in tudi spremembo njihove sestave. Flavonoli se
sintetizirajo kot odgovor rastline na napad patogena (Dixon in Paiva, 1995), kar smo
potrdili tudi v nasi raziskavi. V strokih fiZzola so najpomembnejsi fenoli flavonol glikozidi
in flavanoli, njihova sestava je razli¢na glede na kultivar (Escarpa in Gonzalez, 2000).
Mikulic-Petkovsek in sod. (2014) so v fizolu potrdili glikozide kvercetina (70 do 80 %
skupnih flavonolov), kempferola (15 do 25 %) in izoramnetina (manj kot 5 %). Tudi Abu-
Reidah in sod. (2013) porocajo, da je najvecji delez skupnih fenolov v strokih fizola
pripadal flavonolom in njihovim derivatom. Lin in sod. (2008) so nasli razlike v vsebnostih
flavonoidov v zrnju fiZzola. V razli¢cnih kultivarjih so nasli razli¢ne flavonoide in so
kultivarje glede na vsebnost in sestavo razvrstili v 6 skupin. Ahuja in sod. (2009) porocajo,
da je visoka vsebnost flavonolov odgovorna za zmanjSano stopnjo napada Skodljivcev. V
nekaterih kultivarjih niso zaznali flavonoidov. Mnogi flavonoli lahko predstavljajo
obrambo pred glivami (Del Rio in sod., 2003; Mikulic-Petkovsek in sod., 2009; Treutter in
Feucht, 1990). Porocajo tudi o0 viSjih vsebnostih nekaterih flavonol glikozidov v tkivih
sadnih vrst, okuZenih z razli¢énimi glivami v primerjavi z zdravim tkivom (Rusjan in sod.,
2012; Slatnar in sod., 2010).

Vpliv_okuzbe na vsebnost in sestavo flavanolov: Flavanolov v okuzenem tkivu nismo
zaznali, kar je v nasprotju z navedbami preostale literature. Mikulic-Petkovsek in sod.
(2014) navajajo, da so flavanoli bili najbolj zastopana skupina in so obsegali ve¢ kot 75 %
skupnih analiziranih fenolov. Nasli so tudi razlike v koli¢ini flavanolov med kultivarji.
Raziskave na rastlinah iz druZine Rosaceae so pokazale vecjo vsebnost flavanolov v listih
po okuzbi (Chaves in Gianfagna, 2007; Del Rio in sod., 2003; Schlosser, 1994).
Raziskovalci porocajo o visjih vsebnostih posamicnih flavanolov v plodovih odpornih
kultivarjev pri avokadu in jablani (Ardi in sod., 1998; Mikulic-Petkovsek in sod., 2007).
Del Rio in sod. (2003) porocajo o antimikrobnem ucinku katehina v rastlinah oljke, kar je
pripomoglo k veéji odpornosti rastlin na Phytophtora sp. Vloga flavanolov v obrambi
rastlin proti patogenom je lahko v njihovi interakciji s proteini in inhibiciji encimov, ki jih
tvori gliva (Treutter in Feucht, 1990).
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Vpliv okuZbe na vsebnost in sestavo flavanonov: Najmoc¢nejsi vpliv je imela okuzba prav
na povecanje vsebnosti flavanonov in sicer povzrocila je 36,5 kratno povecanje, prislo pa
je tudi do spremenjene sestave flavanonov. Flavanoni so zelo ucinkovita antimikrobna
sredstva, ki so sposobna interakcije s proteini in inhibicije encimov glive (Mierziak in sod.,
2014).

Vpliv okuZbe na vsebnost in sestavo dihidrohalkonov: OkuZba je imela znaéilen vpliv na
povecanje vsebnosti dihidrohalkonov, kakor tudi na njihovo sestavo. Povecanje je bilo 2,9
kratno. Literatura navaja kar nekaj Studij o povezavi med vsebnostjo dihidrohalkonov in
odpornostjo rastlin na razlicne patogene. Dihidrohalkoni so povezani z niZjo stopnjo
uspesnosti gliviéne okuzbe (Mikulic-Petkovsek in sod., 2014). Picinelli in sod. (1995)
trdijo, da je razmerje floridzin/flavanol odlo¢ilno za odpornost proti $krlupu, ki je bila do
neke mere potrjena z rezultati raziskave Mikulic-Petkovsek in sod. (2007), kjer na Skrlup
odporen kultivar ‘Goldrush’ vsebuje najvisjo raven floridzina. Gosch in sod. (2010)
poroc¢ajo, da so razlike v odpornosti na patogene pogojene z hitrostjo preobcutlivostne
reakcije rastline po napadu patogena in ne od dejanske vsebnosti floridzina. Alt in sod.
(1980) ter Lattanzio in sod. (2001) so odkrili mo¢an protimikrobni u¢inek floridzina in
floretina na rast micelija Phytophthora cactorum in Phlyctaena vagabunda.

Vpliv_okuZbe na sintezo izoflavonov in flavonov: Ob okuZzbi je priSlo tudi do sinteze
izoflavonov in flavanov, ki so med flavonoidi poleg flavanonov najmo¢nej$a antimikrobna
sredstva (Mierziak in sod., 2014). V literaturi smo nasSli podatke o tvorbi fitoaleksinov
medicarpin in sativan pri sadikah lucerne okuZenih z glivo C. trifolii. Ko so sadike lucerne
okuzili z nevirulentno glivo, so povefano encimsko aktivnost in povecanje vsebnosti
medikarpina (Saunders in O’Neill, 2004). Pri sirku je bila tvorba luteolina po okuzbi z
glivo C. sublineolum poviSana in hitrejSa v odpornih kultivarjih v primerjavi z
obcutljivimi. Med flavoni je bil v obcutljivih sadikah sirka najbolj zastopan apigenin,
vendar je luteolin moc¢neje zaviral kalitev spor C. sublineolum kot apigenin (Du in sod.,
2010). V zadnjih letih se je zanimanje za flavone in izoflavone povecalo, saj se predvideva,
da imajo pozitivne vplive na Stevilne bolezni kot so: arterioskleroza, osteoporoza, diabetes
in dolo¢ene vrste raka (Abu-Reidah in sod., 2013).
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52 SKLEPI
Sklepi so prikazani kot odgovori na zastavljene hipoteze (glej stran 2).

H1: Protitocna mreza je vplivala na temperaturo, ki je bila v povprecju do 10 % manjsa in
na osvetlitev, ki je bila do 60 % manjSa glede na razmere na prostem.

H2: Pod protitocno mrezo je bila vsebnost fruktoze, glukoze, vitamina C, fumarne kisline
in skupnih fenolov manjsa ter vsebnost jabol¢ne kisline vecja kot na prostem.

H3: Dinamika metabolitov v odvisnosti od razvoja strokov je potrdila naSe domneve:
vsebnost organskih kislin in skupnih fenolov se je zmanjSala z rastjo strokov,
vsebnost saharoze in vitamina C pa narasla.

H4: Potrdili smo domnevo, da je vsebnost primarnih in sekundarnih metabolitov razli¢na
glede na kultivar.

H5: Pri kultivarjih smo zaznali razlike v Stevilu fenolnih spojin. Zelenostroéna kultivarja
‘Paulista’ in ‘“Top crop’ vsebujeta znacilno 2,5 krat in 2,2 krat vecjo vsebnost
skupnih fenolov kot rumenostrocna kultivarja. Tudi delezi skupnih fenolov, ki
pripadajo posamezni fenolni podskupini so razli¢ni glede na kultivar.

H6: V strokih kultivarjev ‘Paulista’ ali ‘Berggold’ smo ugotovili Sest fenolnih spojin, ki
jih nismo zaznali v zdravih strokih ostalih dveh kultivarjev.

H7: Umetna okuzba z glivo C. lindemuthianum je bila zelo uspeSna na neodpornih
kultivarjih in neuspesna pri kultivarjih odpornih na omenjeno glivo.

H8 Okuzba z glivo C. lindemuthianum ni imela vpliva na povpreéen pridelek nizkega
stro¢jega fiZola na rastlino. Razlike v pridelku so bile le med kultivarji in sicer pri
kultivarju ‘Paulista’ smo ugotovili do 2 krat vec¢ji povprecni pridelek na rastlino (8,9
t ha™) kot pri ostalih treh kultivarjih.

H9: Okuzba je povzrocila povecanje vsebnosti skupnih organskih Kislin (25 %), skupnih
fenolov (5,7 krat), flavonolov (6,5 krat), flavanonov (36,5 krat), dihidrohalkonov (2,9
krat) in sintezo izoflavonov in flavonov ter izginotje flavanolov.

H10: V okuZenem tkivu pege smo kot pricakovano zaznali 33 na novo nastalih fenolnih
spojin, ki pripadajo fenolnim podskupinam: flavonoli, derivati hidroksicimetnih
kislin, flavanoni, dihidrohalkoni, izoflavoni ter flavoni. Najvecje vsebnosti so imeli
fenoli dihidrokempferol heksoza, naringenin heksoza 3, dihidrokempferol diheksoza.

V prvem delu naSe raziskave smo na osnovi gojenja razli¢nih kultivarjev nizkega stro¢jega
fizola pod protito¢no ¢rno mrezo in analizo koli¢ine in kakovosti pridelka prikazali, da je
izbira kultivarja pomembna tako z vidika rodnosti in koli¢ine pridelka, kakor tudi z vidika
prehranske vrednosti, ki je opredeljena na osnovi kakovostnih parametrov. Poleg
prehranske vrednosti imajo ti parametri pomembno viogo pri delovanju obrambnega
mehanizma rastlin, ki se sprozi pod vplivom razli¢nih biotskih in abiotskih dejavnikov.
Delovanje abiotskih dejavnikov smo proucevali v prvem letu raziskav, kjer smo z analizo
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vsebnosti primarnih in sekundarnih metabolitov v strokih fiZola, ki smo ga gojili pod
protito¢no mrezo in na prostem, potrdili predhodno hipotezo o razlikah kemijske sestave
strokov glede na kultivar. Z analiziranjem vsebnosti produktov v razli¢no tehnolosko
razvitih strokih pa smo prikazali dinamiko vsebnosti spojin glede na razvojno fazo stroka.

Za boljSe razumevanje dinamike spreminjanja kemijske sestave v odvisnosti od razvojne
faze stroka in glede na ¢edalje vecji pomen mladih, tehnolosko nezrelih strokov v sodobni
prehrani ljudi, pomenijo rezultati izmerjenih kakovostnih parametrov v razli¢ni tehnoloski
zrelosti strokov pomemben doprinos k spoznavanju njihove prehranske vrednosti in s tem
novost na raziskovalnem podrocju.

Z dolocitvijo kakovostnih parametrov v strokih pod protito¢no mrezo smo prikazali odziv
rastlin na spremenjene okoljske razmere, predvsem na zmanjSano osvetlitev, ki se ustvari
pod protito¢no mrezno zas¢ito. Le te pomembno vplivajo na rast in razvoj rastlin, ter
domnevno na zmanjSano fotosintetsko aktivnost rastlin, kar ima za posledico spremenjeno
kemijsko sestavo strokov in s tem prehransko vrednost fizola. Za natan¢nejSo razlago
fizioloskih dogajanj v rastlinah in posledi¢no spremenjene kakovosti pridelka rastlin, ki
rastejo pod protito¢no mrezo, bi bilo v bodoce Studijo smiselno nadgraditi s spremljanjem
fotosintetske aktivnosti in drugih fiziloskih parametrov, ki bi s fizioloSkega stalisca
razjasnili odziv rastlin na abiotski stres in z njim povezano spremenjeno kakovost pridelka,
ki ga povzroci protitocna zasS¢ita vrtnin.

Rezultati raziskave iz prvega leta so bili osnova za nadgradnjo Studije v drugem letu, v
smislu iskanja mehanizmov naravne odpornosti rastlin na biotski stres. Predhodna analiza
sekundarnih metabolitov v strokih kultivarjev nizkega fizola, ki so razlicno tolerantni na
okuzbo z glivo C. lindemuthianum, je pokazala specifi¢nost sestave in vsebnosti
sekundarnih metabolitov iz skupine fenolnih spojin glede na kultivar. Ugotovitve
nakazujejo, da obstaja pri toleratnih kultivarjih naravni obrambni mehanizem proti okuzbi
z omenjeno glivo, v naSem primeru je bilo to najbolj evidentno pri kultivarju ‘Paulista’, ki
je izstopal tako po koli¢ini pridelka kot tudi po kakovostih parametrih strokov ter po
najvecji vsebnosti skupnih fenolnih spojin.

Ugotovitve 0 na novo sintetiziranih fenolnih spojinah v okuZenem tkivu strokov
nakazujejo vecjo aktivnost obrambnega mehanizma, ki se sproZi kot odgovor rastline na
biotski stres. Da bi dobili bolj celovito sliko o delovanju sekundarnega metabolizma, bi
bilo v nadaljne analize smiselno vkljuciti tudi spremljanje aktivnosti encimov, ki so
odgovorni za sitezo posameznih fenolnih skupin. Nadgradnja naSe Studije bi morala slediti
smeri iskanja poti za predhodno povecanje nivoja obrambnih spojin in s tem zagotovitve
vedje tolerantnosti oziroma odpornosti rastlin na glivo Collletotrichum.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Namen naSe raziskave je bil ugotoviti vpliv spremenjenih rastnih razmer na vsebnost
nekaterih primarnih in sekundarnih metabolitov (sladkorjev, organskih kislin, vitamina C
in skupnih fenolov) v razli¢no zrelih strokih Stirth kultivarjev nizkega stro¢jega fizola.
Zeleli smo preuditi tudi odziv rastline na okuZenost z glivo Colletotrichum
lindemuthianum, zato smo v strokih rumeno in zelenostro¢nega nizkega fizola analizirali
vsebnost nekaterih primarnih in sekundarnih metabolitov glede na kultivar in mesto
okuzbe ter na pridelek in morfoloSke lastnosti stroka. VV ta namen smo v prvem delu
raziskave uporabili ¢rno protitocno mrezo, s katero smo prekrili rastline, vkljucili Stiri
kultivarje nizkega stroCjega fizola: ‘Berggold’, ‘Paulista’, “Top crop’ in ‘Re dei burri’ in
metabolite dolocili in kvantificirali tako v mladih strokih fizola kot v tehnolosko zrelih
strokih. Hkrati smo natan¢no spremljali okoljske parametre, predvsem temperaturo in
osvetlitev. V drugem delu raziskave smo rastline $tirih istih kultivarjev nizkega stro¢jega
fizola umetno okuZili z glivo C. lindemuthianum in metabolite dolo¢ili in kvantificirali v
okuzenem tkivu, v zdravem tkivu okuZenega stroka in v neokuzenem stroku. Zeleli smo
tudi oceniti stopnjo uspeSnosti umetne okuzbe in delez trzno neuporabnega pridelka pri
okuzenih kultivarjih. Zeleli smo, da bi pridobili rezultate, ki bodo v pomo¢ pri
razumevanju vplivov rastnih razmer na kakovost pridelka, odzivov rastline nizkega fiZola
na okuzenost z glivo C. lindemuthianum, razumevanju kompleksnega odnosa med fizolom
in patogenom C. lindemuthianum in bodo uporabni za nadaljnje tovrstne raziskave. V
raziskavi smo potrdili vpliv rastnih razmer, zrelosti stroka in kultivarja na vsebnost
nekaterih primarnih in sekundarnih metabolitov v stroku nizkega fizola. Uporaba ¢rne
protitocne mreze je povzroCila zmanSanje fotosintetsko aktivne osvetlitve, znizanje
povprecne in maksimalne temperature, minimalne temperature (razen v primeru, ko so
nizje od 9 °C in povzroci njen dvig), zmanj$anje vsebnosti fruktoze (42,0 %) in glukoze
(49,6 %), vitamina C (15,2 %), fumarne kisline (44,4 %), skupnih fenolov (15,7 %), in
povecanje vsebnosti jabol¢ne kisline (34,7 %). Dozorevanje strokov nizkega fiZola je
povzrocilo padec vsebnosti organskih kislin, skupnih fenolov, fruktoze, glukoze in
povecanje vsebnosti vitamina C in saharoze. Opazili smo tudi razlike v vsebnostih
primarnih in sekundarnih metabolitov med Stirimi kultivarji, zato lahko trdimo, da je izbira
kultivarja klju¢ni korak, pri doseganju Zeljene kakovosti pridelka. Potrdili smo tudi vpliv
okuzenosti z glivo C. lindemuthianum in kultivarja na vsebnost nekaterih primarnih in
sekundarnih metabolitov v strokih nizkega fiZola. Vsi Stirje kultivarji so se razlikovali po
vsebnostih fruktoze, glukoze, skupnih sladkorjev, jabol¢ne, citronske, fumarne kisline in
skupnih kislin, Stevilu fenolnih spojin, vsebnosti skupnih fenolov, velikostih delezev
posameznih fenolnih podskupin od skupnih fenolov, fenolnih spojinah, ki so predstavljale
najvecje deleze posameznih fenolnih podskupinah. Na glivo odporna kultivarja sta
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vsebovala skupno Sest fenolnih spojin, ki jih obcutljiva kultivarja nista vsebovala.
Okuzenost z glivo je bila uspesna le pri kultivajih “Top crop’ in ‘Re dei burri’, pri obeh
kultivarjih je povzrocila trzno neuporabnost skoraj polovice pridelka, ni pa imela vpliva na
pridelek nizkega stro¢jega fizola na rastlino in vsebnost sladkorjev. Okuzba z glivo je
povzrocila povecanje vsebnosti Sikimske (50,0 %), fumarne (25,9 %), skupnih kislin (25,0
%), skupnih fenolov (5,7 krat), flavonolov (6,5 krat), flavanonov (36,5 krat),
dihidrohalkonov (2,9 krat), povzrogila sintezo izoflavonov (3678,9 + 1316,0 pg 100 g*
sveZe mase) in flavonov (2425,7 + 520,2 pg 100 g™ sveZe mase) ter izginotje flavanolov.
Dolocili smo 70 fenolov iz naslednjih skupin: derivati hidroksicimetnih kislin, flavonoli,
flavanoli, flavanoni, dihidrohalkoni, izoflavoni in flavoni, od tega je 33 ob okuzbi novo
nastalih fenolov, ki pripadajo vsem nastetim skupinam razen flavanolom. Najvecje
vsebnosti so imeli fenoli dihidrokempferol heksoza (3052,8 + 609,6 pug 100 g* sveze
mase), naringenin heksoza 3 (2779,6 + 1232,0 pg 100 g™ sveZe mase), dihidrokempferol
diheksoza (1950,3 + 361,6 pg 100 g™ sveZe mase). Z raziskavo smo nadgradili dosedanje
ugotovitve na podroc¢ju vpliva rastnih razmer na kakovost pridelka nizkega fiZzola in odziva
nizkega fiZzola na okuzbo z glivo C. lindemuthianum, pridobljeno znanje bo sluZilo kot
pomo¢ pri nadalnih Studijah in pomo¢ pridelovalcem nizkega stro¢jega fizola za doseganje
kakovostnih pridelkov.

6.2 SUMMARY

The aim of our study was to determine the impact of changes in growing conditions on the
content of some primary and secondary metabolites (sugars, organic acids, vitamin C and
total phenolics) in different pod maturities of four cultivars of dwarf French beans. The
aim was to examine the response of plants to infection with fungus Colletotrichum
lindemuthianum, so the presence of some primary and secondary metabolites in yellow and
green dwarf French bean pods were analized, depending on the cultivar and site of
infection and on yield and morphological properties. In the first part of the study was used
a black hailnet, which was covered over the bean plants. In experiment were included four
cultivars of dwarf French beans: ‘Berggold’, ‘Paulista’, “Top crop’ and ‘Re dei Burri’ and
metabolites in young pods and in technologically mature dwarf French bean pods were
determined and quantified. At the same time environmental parameters were carefully
monitored, in particular temperature and illumination. In the second part of the study the
same four cultivars of dwarf French beans were planted and artificially inoculated with the
fungus Colletotrichum lindemuthianum. Metabolites in infected tissue, in healthy tissue of
infected pod and uninfected pod were determined and quantified. The success rates of
artificial infection and market unusable parts of yield of infected cultivars were also
determined. We wanted to obtain results which will be helpful in understanding the effects
of growing conditions on yield quality, understanding of dwarf French bean plant
responses to infection with the fungus Colletotrichum lindemuthianum, understanding of
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the complex relationship between the dwarf French bean and pathogen Colletotrichum
lindemuthianum and will be useful for further studies. In this study, the influence of
growing conditions, cultivar and pod maturity to the content of some primary and
secondary metabolites in the dwarf French bean pods were confirmed. Using the black
hailnet caused reduction of photosynthetically active illumination, reduction of the average
and maximum temperature, the minimum temperature (except in the case when lower than
9 °C, causing its lift), the reduction of the content of fructose (42,0 %) and glucose (49,6
%), vitamin C (15,2 %), fumaric acid (44,4 %) total phenolics (15,7 %), and increasing the
content of malic acid (34,7 %). Ripening of dwarf French bean pods resulted in a
decreased levels of organic acids, total phenolics, fructose, glucose and increased levels of
vitamin C and sucrose. Differences in the content of primary and secondary metabolites
among the four cultivars were also observed, so the selection of cultivar is the key step in
achieving of desired quality of the crop vyield. The effect of Colletotrichum
lindemuthianum infection and cultivar on the content of some primary and secondary
metabolites in the dwarf French bean pods were confirmed. All four cultivars differed
according to contents of fructose, glucose, total sugars, malic, citric, fumaric acid and total
acid content, number of phenolic compounds, content of total phenolics, in sizes of shares
of phenolic subgroups from total phenolics, in phenolic compounds, which have the largest
part of individual phenolic subgroups. The fungus resistant cultivars contained six phenolic
compounds, which were not found in unresistant cultivars. Fungus infection was successful
only on cultivars ‘Top crop’ and ‘Re dei Burri’, in both cultivars resulting in market
uselessness of almost half of the crop, but the infection did not have any impact on the
yield per plant and sugar contents. Fungus infection cause increased content of shikimic
(50,0 %), fumaric (25,9 %), total acids (25,0 %), total phenols (5,7 fold), flavonols (6,5
fold), flavanons (36,5 fold), dihydrochalcones (2,9 fold), synthesis of isoflavones (3678,9
+ 1316,0 pg 100 g* fresh weight) and flavones (2425,7 + 520,2 pg 100 g™ fresh weight)
and the disappearance of flavanols. 70 phenols belonging to the following groups:
derivatives of hydroxycinnamics acids, flavonols, flavanols, flavanons, dihydrochalcones,
isoflavones and flavones were determined, of which 33 phenolisc are newly formed in
infected pods and they belong to all of the mentioned groups except flavanols. The highest
concentrations had phenols dihydrokaempferol hexose (3052,8 + 609,6 pg 100 g™ fresh
weight), naringenin hexose 3 (2779,6 + 12320 pg 100 g* fresh weight) and
dihydrokaempferol dihexose (1950,3 + 361,6 pg 100 g™ fresh weight). With this research
the previous findings of the impact of changes in growing conditions to dwarf French bean
yield quality and bean response to Colletotrichum lindemuthianum infection were
upgraded. The new knowledge will help in further studies and help dwarf French bean
growers to achieve higher quality of the yield.
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PRILOGA A

Statisti¢ne analize odvisnih spremenjivk vsebnost posamicnih fenolov v strokih nizkega fizola glede na okuzbo z glivo Colletotrichum
lindemuthianum in kultivar nizkega fizola

Priloga A: Stopnje statistiéne zna&ilnosti, povpre&ne vsebnosti fenolnih spojin (ug 100 g svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoge standardne napake glede na
okuZenost (O) strokov nizkega fiZola z glivo Colletotrichum lindemuthianum (neokuzeno (NEOK), zdravo tkivo okuzZenega stroka (ZTOK) ter okuzeno tkivo (OK))
in kultivar nizkega fiZzola (K) (‘Re dei burri’ (‘R”) in “Top crop’ (‘T")).

Annex A: Levels of statistical significance, average fenolic content (ug 100 g* of fresh dwarf French beans) and associated standard errors according to
Colletotrichum lindemuthianum dwarf French bean pods contamination (O) (healthy (NEOK), healthy tissue on infected bean pod (ZTOK) and infected tissue
(OK)) and dwarf French bean cultivar (K) (‘Re dei burri’ (‘R”) in “Top crop’ (‘T")).

Stopnja statisti¢ne

. .. . K O KxO

Fenolna spojina znacilnosti

K 0 KxO ‘R’ ‘T’ NEOK ZTOS OK ‘R'NEOK ‘R’ZTOS ‘R’OK ‘T’NEOK ‘T’ZTOS  ‘T°OK

. - 98,9

Vanilnakislina- . <« * 2115 58,2 91,9 (12,6) ' 213,6 140,7 366,4 57,2 60,9
heksoza @23)b  (36)a a WD goob PO Gea @ap  FOEHL @ha gga
Vanilnakislina- ., .« **  0(0.0)a 1279 51,8 (21,0) (14006;; 33,6 0(00)a 000)a 0(00)a 103,6(254)b 212,9 67,2
pentozil heksoza ' (22,5) b a b’ (12,2) a ' ' ' ' ' (41,2)c  (105)b

p-kumaroil
G 88,0 82,3 58,2 (5,8) 67,5 129,7 60,5 158,9 74,5 100,6
ildancna kislina NS falad NS (19.3) (7.5) a @8)a (246)b 445 (2,2) (6.6) (43.9) 71,8 (7,3) (6.0) (19.4)
p-kumaroil
O 62,9 44,6 68,1 (4,7) 81,3 11,9 92,3 20,8 70,3
** *kk
gldarlcna kislina NS (9.6) b (8.4)a b (7.8) b 4.7)a 75,6 (6,2) (13.0) 7.7) 60,6 (5,7) 6.8) 3,0(0,3)

se nadaljuje
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nadaljevanje priloge A. Stopnje statisti¢ne zna¢ilnosti, povpre&ne vsebnosti fenolnih spojin (ug 100 g™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoge standardne
napake glede na okuzenost (O) strokov nizkega fizola z glivo Colletotrichum lindemuthianum (neokuzeno (NEOK), zdravo tkivo okuZenega stroka (ZTOK) ter
okuZeno tkivo (OK)) in kultivar nizkega fiZzola (K) (‘Re dei burri’ (‘R’) in “Top crop’ (‘T")).

Stopnja statisticne

.. . . K 0o KxO
Fenolna spojina znacilnosti
K 0 KxO ‘R’ ‘T NEOK ZTOS OK ‘R’NEOK ‘R’ZTOS ‘R’OK ‘T’NEOK ‘T’ZTOS ‘T’OK

p-kumaroil 218,8 460,2 838,2

. . 167,3 4117 1894 2314 82,3 206,1
gldarlcna kisling =~ ***  *x%x  dkx 209)a (87.6)b (10,0) a (15a,6) (13;3,6) 188,1(11,9) a @70)a  (274)a 190,7 (17,7) a (16.8) a (10;3,5)
p-kumaroil

G ok 128,7 305,6 190,4 229,0 232,1 146,6 110,9 311,4 353,3
Zldarlcna kislina NS NS (138)a  (20.1)b (24.0) (33.1) (46.9) 128,6 (12,2) (16.6) (37.8) 252,2 (23,0) (35,7) (33,7)
p-kumaroil

O - . 41,4 32,0 38,4 (1,9) 643 7,433 68,1 14,8 60,4
gldarlcna kislina NS (6.6) b (6,9) a b (5.0) ¢ a 41,4 (3,2) 8.2) @.7) 35,5(0,9) 6.3) 0(0,0)
p-kumaroil 135,7 133,4

narot 108,6 851  847(54) 70,1 116,2 1552  6,8(05)
gldarlcna kislina NS * *x (17.5) (17.2) a (1%,2) (31.8) a 76,3 (8,4) b (13.4) be (58(::4) 93,2 (4,8) bc (17.3) c a
Kavna kislina - 22,4 2,3(0,5) 17,2(4,7) 19,8 36,1 3,4 (0,5)
heksoza Fkk ok kk (45)b a b G.7)b 0(©0a 31,1(17)b (3.8) b 0(0,0)a 3,3(0,2)a a 0(0,0)a
Feruloil sxx wxx wxx 0(0,0 43,3 0(0,0) 65,0 130,0
aldariéna kislina a  (@egp 0002 a  (25bp °00a 000a 0(00a 000a  000a 4,5y,
Feruloil 135,7

. .. 1375 47,8 1275 . 14,7 205,6 29,5 65,8

o **k*k *kk *kk ’ 1 ’ 1 1 1 3
ildarlcna kislina @2.1)b  (102)a (18.1) b (25b,9) 6.8)a 177,4(9,6) c @19 ¢ (100)a 775(119)b 9.2)b 0(0,0)a

se nadaljuje
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nadaljevanje priloge A. Stopnje statisti¢ne zna¢ilnosti, povpregne vsebnosti fenolnih spojin (ug 100 g™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoge standardne
napake glede na okuzenost (O) strokov nizkega fizola z glivo Colletotrichum lindemuthianum (neokuzeno (NEOK), zdravo tkivo okuZenega stroka (ZTOK) ter
okuZeno tkivo (OK)) in kultivar nizkega fiZzola (K) (‘Re dei burri’ (‘R’) in “Top crop’ (‘T")).

Stopnja statisticne K o KxO
Fenolna spojina znacilnosti
K O Kx0 'R T NEOK  ZTOS OK ‘R'NEOK  ‘R’ZTOS ‘R’OK ‘T'NEOK  ‘T’ZTOS  ‘T'OK

Feruloil

o 1265 80,5 1193 80,9 116,0 161,8 1226
gldarlcna kislina * NS  *** 176)b (163)a 110,4 (6,5) (10.3) (35.7) 101,8(9,7) b (132)b  (49.8)b 1191 (7,7) b (17.3) b 0(0,0)a
;edr;‘r'f'l'la Cislina o+ Ng |« 2026 647 1274 1400 1335  1645(113) 1762 2670 gozmaga 188 000a
3 cha ks (299b (167)a  (152) (212)  (60,3) bc (16,1)bc  (86,3) ¢ D (33,3) ab '
Feruloil 331,8

A . 1870  152,8 177,9 ! 362,4 301,2
Zldarlcna kislina NS aoo)b (343)a  (10.6)b (zi,s) 000)a 1986(135) 557y 0(00) 1571(105) 53 0(00)
Sinapoil 42,4 93,6 87,3 60,7 34(04) 1214 1713
ramnozid 1 NS g9)a @3y 22097 (33 ppg)  22(03)a a @76)b 1096075)b aeqn,  0(00)a

o 86,2 3485

Sinapoil 157,9 406  373(27) ' 174,2 86,9 ' 85,5
ramnozid 2 T )b (L0)a a (1268) @66)b 8223 g5, (105'1) 3630632 g1y, 000)a
Sinapi¢na kislina .., ,.x  sxx 0(0,0) 58,3 0 (0,0) 87,5 175,0
D amonid 1 . 234 0002 ) (318 b 0(0,0)a 0(00)a 0(00a 0(00)a 0002 Hea
Sinapi¢na kislina ..,  ,ux  sxx 134,6 0 (0,0) 201,8 403,7
D aoxid 2 0002 oy 0002 ) (72.7)b 0(0,0)a 0(00)a 0(00a 0(00)a 0002 gy
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Logar M. Vsebnost ... metabolitov v strokih ... fiZzola ... okuZenih z glivo Colletotrichum lindemuthianum ... Cavara.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

nadaljevanje priloge A. Stopnje statisti¢ne zna¢ilnosti, povpre&ne vsebnosti fenolnih spojin (ug 100 g™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoge standardne
napake glede na okuzenost (O) strokov nizkega fizola z glivo Colletotrichum lindemuthianum (neokuzeno (NEOK), zdravo tkivo okuZenega stroka (ZTOK) ter
okuZeno tkivo (OK)) in kultivar nizkega fiZzola (K) (‘Re dei burri’ (‘R’) in “Top crop’ (‘T")).

Stopnja statisticne

)  statisti K 0 KxO
Fenolna spojina znacilnosti
K 0 ko R T NEOK _ ZTOS _ OK ‘RNEOK __'R'ZTOS ‘ROK ___‘TNEOK __‘T'ZTOS _‘T'OK
Klorogenska 18,2 13,2 (4,5) 14,1 28,2
poloroc o e e 0 0(00)a A @gp 000a 263@HD  JE 000a  00Da  000a 0(00a
Derivati 17027 18658 14396 19361 19771 18706 18154 20016 21387

hidroksicimetnin NS NS NS
kislin (skupaj)

1422,0 (82,3) 1457,2 (74,9)

(181,7)  (119,5) (52,8)  (120,3) (274,6) (180,4)  (526,5) (1745)  (221,3)

. e * 29,1 0(0,0) 58,1 87,3 29,0
Floretin heksoza ~ NS (14.2) 9,7(38) 0(,0)a a (16.9) b 0(0,0)a 0(0,0)a (29.1) b 0(0,0)a 0(0,0)a 3.7)a
Floretin T N (VX)) 96,0 0(0,0) 1440 287,9
diheksoza a (37.0)b 0(0,0)a a (49.3) b 0(0,0)a 0(,0a 0(0,0)a 0(0,0)a 0(0,0)a 24.0) b
Floretin pentozil .., .xx sxx 0(0,0) 14,0 0(0,0) 21,0 41,9
heksoza a (5.8) b 0(0,0)a a (7.8) b 0(0,0)a 0(@,0a 0(0,0)a 0(0,0) a 0(0,0) a (7.4)b
Floretin-C- o o o 3,1 0(0,00 46(21) 9,2 (3,0)
diglikozid (L5) b 0(,0)a 0(,0)a a b 0(0,0)a 0(0,0)a b 0(0,0)a 0(,00a 0(0,0)a
Floridzin-C- o wee e 821 230 439(9.1) (fg';) 31D gepae M o0oa 1o@eza 30 6208
diglikozid 1 (138)b (44)a b ' a A (14,6) d ' AT 41)b a

C
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Logar M. Vsebnost ... metabolitov v strokih ... fiZzola ... okuZenih z glivo Colletotrichum lindemuthianum ... Cavara.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

nadaljevanje priloge A. Stopnje statisti¢ne zna¢ilnosti, povpre&ne vsebnosti fenolnih spojin (ug 100 g™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoge standardne
napake glede na okuzenost (O) strokov nizkega fizola z glivo Colletotrichum lindemuthianum (neokuzeno (NEOK), zdravo tkivo okuZenega stroka (ZTOK) ter
okuZeno tkivo (OK)) in kultivar nizkega fiZzola (K) (‘Re dei burri’ (‘R’) in “Top crop’ (‘T")).

Stopnja statisticne

. IS K o] KxO
Fenolna spojina znacilnosti

K O Kx0 ‘R T NEOK  ZTOS OK ‘R'NEOK ~ ‘R’ZTOS ‘R’OK ‘T'’NEOK ~ ‘T’ZTOS  ‘T’OK
Floridzin-C- 14,4 14,3 28,6
diglikozid 2 oo we e ggp 0008 73@8b g 000a  146Q0b o0 000a 000 0(00)a 0(00)a
Floridzin acetil ok Ak Ak 31,5 0(0,0) 47,2 94,4
diheksoza 123p 00@0a 000a a (165) b 0(0,0) a 000a (o 0(0,0)a 0(00)a 0(00)a
Floretin pentozil ., .xx  sxx 0(0,0) 21,8 0 (0,0) 32,7 65,3
heksozid a @b 000 a (113)b 0(0,0) a 0(00)a 0(00)a 0(0,0)a 000)a  (ge)h
Floretin acetil 0(0,0) 33,0 0(0,0) 49,5 99,0
heksaza it S a anb  © (0,0)a 2 (16.9) b 0(0,0)a 0(0,0)a 0(00)a 0(0,0)a 0(0,0)a (7.8)b
Floretin-C- 1584 1242 122,4 1628 1388 183,7 180,4 141,9 97,2
diglikozid NS NS NS o5 18 (131 @9 @21 2A08geny o 1835@A orhy (g6

. . 257,9
Dihidrohalkoni |\ o wxx w2985 3217 1735 (385 4989 1946 17,7 3298 8712 joo5(o43)a L1859 626,6
(skupaj) (39.3)  (59,9) (15,8) a . (63,0) b ab (59,0)bc  (90,5) ¢ D (243)ab  (38,6)d
578,9 1085,4 1736,8

Kempferol * . - ' 144.6 0 (0,0) : : 433,9
diheksoza (285,8) Gena 000 a (358,1) 0(0,0)a 0(0,0) a (588,5) 0(0,0)a 000)a gz,
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Logar M. Vsebnost ... metabolitov v strokih ... fiZzola ... okuZenih z glivo Colletotrichum lindemuthianum ... Cavara.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

nadaljevanje priloge A. Stopnje statisti¢ne zna¢ilnosti, povpregne vsebnosti fenolnih spojin (ug 100 g™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoge standardne
napake glede na okuzenost (O) strokov nizkega fizola z glivo Colletotrichum lindemuthianum (neokuzeno (NEOK), zdravo tkivo okuZenega stroka (ZTOK) ter
okuZeno tkivo (OK)) in kultivar nizkega fiZzola (K) (‘Re dei burri’ (‘R’) in “Top crop’ (‘T")).

Stopnja statisticne K o KxO
Fenolna spojina znacilnosti

K 0 KO R’ T NEOK __ ZT0S __ OK ‘RNEOK ___‘R'ZTOS ‘ROK ___‘TNEOK __“T'ZTOS __‘T'OK

N 3052,8
Dihidrokempfer 1216,6 818,5 0(0,0) ’ 3649,9 2455,6
ol heksoza NS " NS 5015 (3156 0002 a (608'6) 0(0.0) 000 (13055 000 000 5004
Dinidrokempfer (< s g 7703 5299 o0 0(00) (139651063; 000) 009 B0 000) 000 15896
ol diheksoza (364,6) (204,4) ' a b ' ' ' (711,2) ' ' (132,2)
Kempferol
; 143 104 8,7 21,4 428 17,5
heksoz[l NS * faleie (6.5) 2.2) 6,9 (2,4) @l)a  (9.0)b 0(0,0)a 0(0,0)a 11.7) ¢ 138(1,4)ab @1)b 0(0,0)a
rutinozid
Kempferol
ksilozil wox e weee 000) 8208 a6 p T g00)a  0@00a  000a 0(©0)a 92(08)b 154 9(00)a
T a b 2,7 ¢ 14)c

rutinozid
Kempferol3-0- o L. g 1709 1563  1299(87) (1161""71) 1969 1ocgg 1857 2085 uoi0o 1424 1853
rutinozid 137 @) a P @sg)e S (33 (152)  (218) 3 (10, 124)  (170)
Kempferol30- gL . T4 823 T03U6D) oy M5 geega BT g00, wmsesne 524 gl
glukozid 151)  (3.4) ab UL 60, (19.4) ¢ ! 6 (26, 250a T
Kempferol
ramnozil heksoza  *+%  wxx  wex 183 564, 102GB4) 143 6000 s03anb 288 goma  000a  000a 0(00)a
oz 35)b b G.1)c 3.9)c
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Logar M. Vsebnost ... metabolitov v strokih ... fiZzola ... okuZenih z glivo Colletotrichum lindemuthianum ... Cavara.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

nadaljevanje priloge A. Stopnje statisti¢ne zna¢ilnosti, povpre&ne vsebnosti fenolnih spojin (ug 100 g™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoge standardne
napake glede na okuzenost (O) strokov nizkega fizola z glivo Colletotrichum lindemuthianum (neokuzeno (NEOK), zdravo tkivo okuZenega stroka (ZTOK) ter
okuZeno tkivo (OK)) in kultivar nizkega fiZzola (K) (‘Re dei burri’ (‘R’) in “Top crop’ (‘T")).

Stopnja statisti¢ne

)  statist, K 0 KxO
Fenolna spojina znacilnosti
K 0 Ko R T NEOK _ ZTOS ___OK ‘RNEOK __‘R'ZTOS _‘ROK ____"TNEOK __T'ZTOS __‘TOK

Kempferol
pentozid Sk Ak Ak 17,5 11,5 (3,9) 14,8 29,6
pentozic Gobp 0002 A Gop 000a 28@yb 5 009a  00Da 000a 0(00)a
ramnozid
Kempferol-3-O- o wxk ek 65,4 29,6 0 (0,0) 142,5 196,3 88,7
acetil heksoza @67b @15a 0002 a  (a0p 0002 000a e 000a  000a g0,
Kempferol acetil
heksozid s wex w000 119 g 640 000) 178 000a 0(0a 000a 000a 0(00a 328

. a (4.6) b a  (62)b @3.6)b
heksozid
Kempferol-3-O- 0(0,00 4,6(18) 0(0,00 6,9(24) 13,9
o e S0 ¢ 0(00)a 0 ¢ 000a  000a 00a 00Ya 000a ap
Kvercetin3-0- |« g« 4705 3583 3962 5304 3166 oo 0. BM2 2742 4893(1261) 2266 3590
glukozid (1030) (563) (709  (156.0)  (35.1) 2 (48, (2388)b  (475)a ab (795)a  (49,0)a
Kvercetin-3-O- 7078 5826 5865 7831 566, 8953 686, 6708 4460
rutinozid NS NS NS 1p0'g)  (s64)  (61.3) (1122) (uurg) HIG08) (198’5 (2309) OSLOWISS) 1045 (aap)
Dihidrokempfero . 66,4 69,0 0 (0,0) 203,0 199,1 206,9
| heksoza NS NS (283 (64) 0002 a @b 900 000 425 0(00) 000 (145

se nadaljuje



Logar M. Vsebnost ... metabolitov v strokih ... fiZzola ... okuZenih z glivo Colletotrichum lindemuthianum ... Cavara.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

nadaljevanje priloge A. Stopnje statisti¢ne zna¢ilnosti, povpre&ne vsebnosti fenolnih spojin (ug 100 g™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoge standardne
napake glede na okuzenost (O) strokov nizkega fizola z glivo Colletotrichum lindemuthianum (neokuzeno (NEOK), zdravo tkivo okuZenega stroka (ZTOK) ter

okuZeno tkivo (OK)) in kultivar nizkega fiZzola (K) (‘Re dei burri’ (‘R’) in “Top crop’ (‘T")).

Stopnja statisticne

Fenolna spojina znagilnosti 0 KxO
K (6] KxO ‘R’ ‘T NEOK ZTOS OK ‘R’NEOK ‘R’ZTOS ‘R’OK ‘T’NEOK ‘T"ZTOS ‘T’OK
L 58,8 17,0 0 (0,0) 113,8 176,5 51,1
**k*% *kk *kk
Laricitrin @b  (6.9)a 0(0,0)a a (255) b 0(0,0)a 0(0,0)a (30,0 ¢ 0(0,0)a 0(0,0)a (7.6) b
Makiain acetil - . * 26,3 18,0 0 (0,0) 66,5 79,0 53,9
heksoza 104b (7.00a 0002 a  @G8b 000a 000a 55, 000a 000a g4y,
. o 11,9 13,9 0(00) 387 35,7 416
Makiain heksoza NS NS 4.9) (5.6) 0(0,0)a a 4.3)b 0(0,0) 0(0,0) 6.2) 0(0,0) 0(0,0) (6.4)
Izoramnetin-3-O- 5,6 (1,8) 1,2 6,7 12,3 1,1(0,4)
e ke : 0ha 3408b u . 000a 45072 G 000a  24(08)a : 0(0,0)a
Flavonoli NS eee  ng 42550 28563 12283 (12681473 (szg’i) 1060,0 21094 95958 1396,5 11263 6046.0
(skupaj) (1322,8) (6238) (140,0)a o b (120,2) 481,7)  (2717,1) (275,1) 1352)  (4117)
. 0(00) 6305 440,1 505,7 880,1 (144,0) 10115
Katehin FhK k% falad a (1626)b  (161,6)b (@211)b 0(0,0)a 0(0,0)a 0(0,00a 0(,0)a b (324.8) b 0(0,0)a
- 783,4 787,4
Procianidin T N (0X0)] ' 387,8 ' 1574,7
ol o (175,0) (130.8) b (26::3,1) 000a 0002  000a 000a 7756(22b e 000)a

se nadaljuje



Logar M. Vsebnost ... metabolitov v strokih ... fiZzola ... okuZenih z glivo Colletotrichum lindemuthianum ... Cavara.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

nadaljevanje priloge A. Stopnje statisti¢ne zna¢ilnosti, povpre&ne vsebnosti fenolnih spojin (ug 100 g™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoge standardne
napake glede na okuzenost (O) strokov nizkega fizola z glivo Colletotrichum lindemuthianum (neokuzeno (NEOK), zdravo tkivo okuZenega stroka (ZTOK) ter
okuZeno tkivo (OK)) in kultivar nizkega fiZzola (K) (‘Re dei burri’ (‘R’) in “Top crop’ (‘T")).

Stopnja statisticne

.. " . K (0] KxO
Fenolna spojina znacilnosti
K 0 KxO ‘R’ ‘T NEOK ZTOS OK ‘R’NEOK ‘R’ZTOS ‘R’OK ‘T’NEOK ‘T"ZTOS ‘T’OK
- 632,8 594,8
Procianidin 0(0,0) ' 354,3 ' 1189,7
irmor Ak Rk KAk . (143,5) (119.2) b (223,1) 0(0,0)a 0(0,0)a 000)a 0(00)a T7087(336)b 15, 0(00)a
Procianidin 0(0,00 3,9(09 3,1 6,1 (1,5)
dimer 2 IRk kR ko a N 28(LO)b 5y 0(00)a 0(0,0)a 0(00)a 0(00)a 56(04)b N 0(0,0)a
. 1891,0
Flavanoli irx wrx wwew  0(00) 20507 1185,0 ' 2370,0 3782,0
(skupal) a @oo)b (3037 b (66?,5) 0(00a 0(00)a 000a 000a g7 (g7 0002
. . 536,5 804,8 1609,6
Naringenin e e e 000 o0r's 00 000 270y g00a  0@00a 000a 0(00a  0(00)a (1464)
diheksoza a b a b b
Naringenin 63,5 146,1 0(0,0) 314,4 190,5 438,3
heksoza T gona e 0002 a  G2np 000a  000a e, 000a  000a 455
. . 1126,0 1796,1 3377,9
Naringenin ’ 71,4 0(0,0) : ' 2142
heksoza 1. * ** ** (575,0) @77 a 0(0,0)a a (79bl,9) 0(0,0)a 0(0,0)a (12?)3,1) 0(0,0)a 0(0,0)a (20.6) a
. . 12718 200,1 1602,5 3205,0
Naringenin 0(0,0) : 105,2 ; : 400,1 !
heksoza 2 Kkk kkk *kk a (393,2) (35,6) a (7(;,3) (57;,2) 0(0,0)a 0(0,0)a 0(0,0)0a 210,3(12,7)a (47.0) a (46[;1,0)
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Logar M. Vsebnost ... metabolitov v strokih ... fiZzola ... okuZenih z glivo Colletotrichum lindemuthianum ... Cavara.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

nadaljevanje priloge A. Stopnje statisti¢ne zna¢ilnosti, povpre&ne vsebnosti fenolnih spojin (ug 100 g™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoge standardne
napake glede na okuzenost (O) strokov nizkega fizola z glivo Colletotrichum lindemuthianum (neokuzeno (NEOK), zdravo tkivo okuZenega stroka (ZTOK) ter
okuZeno tkivo (OK)) in kultivar nizkega fiZzola (K) (‘Re dei burri’ (‘R’) in “Top crop’ (‘T")).

Stopnja statisticne

.. " . K (0] KxO
Fenolna spojina znacilnosti
K 0 KxO ‘R’ ‘T NEOK ZTOS OK ‘R’NEOK ‘R’ZTOS ‘R’OK ‘T’NEOK ‘T"ZTOS ‘T’OK
Naringenin 1853,1 0(0,0) 2779,6 5559,2
g * Kk Kk (879’3) 0 (0‘0) a 0 (0,0) a ! (1232,0) 0 (0,0) a 0 (0,0) a (1722,5) 0 (0,0) a 0 (0,0) a 0 (0,0) a
heksoza 3 b a b b
Naringenin swxwwn e 0(00) 1821 946 (322) (16718 '163 000)a  0(0,0)a 000a 0(00a 1892(135b 202  0(0)a
heksoza 4 a (40,3)b b c’ ' ' ' ' ' ' (29,4) c '
. 3042,5 378,6 72974
Flavanoni . ' 2208,0 199,8 ' ' 9127,6 757,3 5467,2
(skupaj) NS NS  (1479,6 (6369)  (66.8)a (129,8)  (1565,7) 0(0,0) 0(0,0) (3016.7) 399,5 (11,2) (64.7) (506,0)
) a b
Formononetin 0(0,0) 66,9 0(0,0) 100,3 200,6
heksoza 1 Hkk kR a (257 b 0(0,0)a a (34.2) b 0(0,0)a 0(0,0)a 0(0,0)a 0(0,0)a 0(0,0)a (15.2) b
Formononetin 4155 0(0,0) 623,3 1246,5
*% ek wkx o (10986)  0(0,0)a  0(0,0)a : (278,7) 0(0,0)a 0(0,0)a  (394,0) 0(0,0)a 0(0,00a 0(0,0)a
heksoza b a b b
S 1156,6 17974 3469,6
Daidzein ! 41,7 0(0,0) . ' 125,1
heksoza 1. wx xR xx (5681,4) (165) a 0(0,0)a a (778,9) 0(0,0)a 0(0,0)a (1113)7,0) 0(0,0)a 0(0,0)a (161) a
Formononetin 145,2 0(0,0) 2179 435,7
heksoza 3 Frk ok ke (59.4) b 0@©0a 0(0)a a (80,5) b 0(0,0)a 0(0,0)a (73.8) b 0(0,0)a 0(0,00a 0(0,0a
. 320,2 537,9 960,7
Formononetin ' 38,4 0(0,0) ' ' 1151
heksoza 2 * o wk * (16;3,0) (167 0(0,0)a a (22;,4) 0(0,0)a 0(0,0)a (37;,6) 0(0,0)a 0(0,0) a (268) a
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Logar M. Vsebnost ... metabolitov v strokih ... fiZzola ... okuZenih z glivo Colletotrichum lindemuthianum ... Cavara.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

nadaljevanje priloge A. Stopnje statisti¢ne zna¢ilnosti, povpregne vsebnosti fenolnih spojin (ug 100 g™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoge standardne
napake glede na okuzenost (O) strokov nizkega fizola z glivo Colletotrichum lindemuthianum (neokuzeno (NEOK), zdravo tkivo okuZenega stroka (ZTOK) ter
okuZeno tkivo (OK)) in kultivar nizkega fiZzola (K) (‘Re dei burri’ (‘R’) in “Top crop’ (‘T")).

B Stopnjawstatist'iéne K o KxO
Fenolna spojina znacilnosti
K 0 Ko R T NEOK 7705 __OK ‘RNEOK ___‘R'ZTOS _‘ROK ____"TNEOK __‘T'ZTOS __‘T'OK

Daidzein 704 444 000 1723 2113 1333
heksoza 2 NS * NS 3500 (8o 00002 a @usp 000 000 (572 0(0.0) 000 206
Afrormozin wx wxx wxx 1060 47,2 0 (0,0) 2299 318,1 141,7
heksoza @30)b @185a 0002 a  (@s7p °00a  000a ga.  000a  000a e

. 22140 3678,9 6641,9
1zoflavoni ! 238,6 0 (0,0) ' ' 715,8
O om0l 099 0e0a 00 (a60)  000a  000a (82  00)a  000a g%

)b b b

Apigenin NS e ns  ASLL 2215 o0 0(00) (1206018;3) 000) 000 1383 000) 000 6044
heksoza 1 (228,1) 87,7) ' a b‘ ' ' (491,0) ' ' (85,1)
Genistein NS e Ns 487 302 o0 000) (1223280’09) 0 00) 009 14810 0(00) 000 907
diheksoza (2343)  (125.0) : a o : : (459,1) : : (101,8)
Apigenin e e e 1077 0(00) 1616 3232
foigenin weop 0002 oooa 0O NS 00na  000a gi,  000a  0@0a 000a
Apigenin 000 22,9 0000 343 68,6
ppigent) s v v 00 cop 000a QY GRS 000a  000a 0@0a 000a  000a gy
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Logar M. Vsebnost ... metabolitov v strokih ... fiZzola ... okuZenih z glivo Colletotrichum lindemuthianum ... Cavara.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

nadaljevanje priloge A. Stopnje statistiéne znacilnosti, povpreéne vsebnosti fenolnih spojin (ug 100 g™ svezih strokov nizkega fizola) in pripadajoce standardne
napake glede na okuzenost (O) strokov nizkega fizola z glivo Colletotrichum lindemuthianum (neokuzeno (NEOK), zdravo tkivo okuZenega stroka (ZTOK) ter
okuZeno tkivo (OK)) in kultivar nizkega fiZzola (K) (‘Re dei burri’ (‘R’) in “Top crop’ (‘T")).

Stopnja statisticne

. " . K 0o KxO
Fenolna spojina znacilnosti
K O KxO ‘R’ ‘T’ NEOK ZTOS OK ‘R’NEOK ‘R’ZTOS ‘R’OK ‘T’NEOK ‘T’ZTOS  ‘T'OK
24257
. . 1052,5 564,6 0 (0,0) ; 3157,6 1693,8
*kk
Flavoni (skupaj) NS NS ey @ag 0002 TR0 (202 000 000) (9557 000 000 (1355
SKUPNI NS - 12566,1  10105,7 4226,2 ?702881’9‘; (243960958239) 2676,5 4309,8 ?90076089’26) 5775,7 (75875;33’01) (11636286851)
FENOLI (4432,4)  (1346,7  (559,0) a a b (196,3) a (699,1) a . (408,9) ab ab b

NS-ni statisticno znacilnih razlik; * Statisti¢no znacilne razlike pri P-vrednosti pod 0,05; ** Statisticno znacilne razlike pri P-vrednosti pod 0,01; *** Statisti¢no znacilne razlike pri
P-vrednosti pod 0,001. Razli¢ne ¢rke v vrstici pomenijo statisti¢no znacilne razlike (Duncanov test p < 0.05), med enakimi ¢rkami ni znacilnih razlik.
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PRILOGA B

Statisti¢ne analize odvisne spremenljivke povprecni pridelek na rastlino

Priloga B1: Analiza variance odvisne spremenljivke povpreéni pridelek na rastlino (g)
Annex B1: Analysis of variance of the dependent variable average yield per plant (g)

Vir variabilnosti VKO SP SKO F P-vrednost
OBRAVNAVANJA

A:Kultivar 42949,8 3 14316,6 17,55 0,0000
B:OkuZenost 1273,36 1 1273,36 1,56 0,2235
INTERAKCIJE

AB 2476,88 3 825,626 1,01 0,4045
OSTANEK 19574,0 24 815,583

SKUPAJ 66274,0 31

Priloga B2: Preiskus mnogoterih primerjav odvisne spremenljivke povpreéni pridelek na rastlino (g) glede na

kultivar nizkega fizola

Annex B2: Multiple comparison test of dependet variable average yield per plant (g) depending on the

cultivar of dwarf French bean

Kultivar Stevilo vrednosti Srednja vrednost Homogenost skupin *
‘Berggold’ 8 86,0 a
“Top crop’ 8 93,1 a
‘Re dei burri’ 8 106,5 a
‘Paulista’ 8 178,1 b

*pri vrednostih oznacenih z enakimi ¢rkami ni statisti¢no znacilnih razlik
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