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aktivnosti encimov fenilpropanoidne poti. Ker način pridelave značilno vpliva na 

vsebnost fenolnih snovi, ki so pomembni antioksidanti, smo preverili, kako na 

vsebnost primarnih in sekundarnih metabolitov v tkivih vpliva škropljenje z 

natrijevim in kalijevim bikarbonatom. Znano je, da sta ti dve snovi zelo uspešni pri 
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(IP). Prav tako je bila vsebnost primarnih in sekundarnih metabolitov primerljiva s 

tistimi iz IP. 
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chromatography coupled with mass spectrometer (HPLC-MS). We mainly 

investigated the activity of selected enzymes of the phenylpropanoid pathway, 

which affect the synthesis and content levels of specific phenolic compounds. 

Enzymatic activity was measured with thin layer radiography, which is used for 

qualitative and quantitative analyzes of enzyme reactions. However, significant 

differences in enzyme activities and consecutively in phenolic content levels have 

been determined among the infected tissue and its surroundings. The highest 

activities were observed the spot and the enzyme activity decreased with the 

distance from the place of infection. Enzyme activity and phenolic content also 

changed through the growing season. No differences in enzymes activity have been 
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strong antioxidant activity has been frequently reported. These findings lead us to 

further investigate the application of sodium and potassium bicarbonate salts and 
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1 UVOD 

 

Jablanov škrlup, ki ga povzroča gliva Venturia inaequalis, je najpogostejša in 

najnevarnejša glivična bolezen jablan. Z njegovim zatiranjem imamo v sodobnih nasadih 

največ dela. Okužba z jablanovim škrlupom zmanjša pridelek in kakovost plodov, okuženi 

plodovi s črnimi žametnimi pegami pa zato tržno niso zanimivi (Mikulič-Petkovšek in 

sod., 2009a). Jablanov škrlup okužuje liste, plodove in zelene poganjke. Spomladi se konec 

aprila ali v začetku maja na zgornji in spodnji strani listov pojavijo zeleno-črne žametne 

nazobčane pege, ki so na spodnji strani posebno izrazite. V začetku so ločene, pozneje pa 

se združijo. Povrhnjica (epidermis) pod pegami je uničena in se loči od listnega tkiva. 

Močno okuženo listje hira in prezgodaj odpade. V primeru hudih okužb lahko jablane, 

zlasti občutljive sorte, julija povsem ogolijo. Pri tem se mladi poganjki ne morejo 

normalno razvijati, les ne dozori, pa tudi cvetni nastavek za drugo leto je zmanjšan 

(Maček, 1990). Gliva spada v deblo zaprtotrosnic (Ascomycota). Njena spolna oblika (V. 

inaequalis) povzroča primarne okužbe spomladi. Razvije se čez zimo, v okuženem, jeseni 

odpadlem listju v vrčastih trosiščih (peritecijih), kjer so askusi, v njih pa askospore. 

Nespolna oblika (Fusicladium dendriticum) povzroča sekundarne okužbe med rastno dobo 

in skladiščenjem. Nespolni trosi (konidiji) se razvijajo na pegah iz micelija tik pod 

povrhnjico (Maček, 1990). 

 

Pridelovalci skušajo na različne načine zmanjšati škodo, ki jo povzroča ta bolezen. V letih, 

ki so ugodna za razvoj glive, se nasade škropi 15 do 20-krat s preventivnimi in kurativnimi 

fungicidi. Eden izmed načinov za zmanjšanje števila potrebnih škropljenj je sajenje 

odpornih sort jablane. Slednje so rezultat križanja z samoniklimi sorodniki žlahtne jablane, 

ki so vir različnih genov za odpornost proti tej bolezni. Povečanje odpornosti jablan lahko 

dosežemo tudi s škropljenjem dreves s snovmi, ki stimulirajo mehanizme odpornosti rastlin 

(npr. prohexadione-Ca) (Mayr in sod., 1995; Hrazdina in sod., 1997; Rademacher in sod., 

1998). Pri omejevanju razvoja te bolezni je smotrno poznati mehanizme, ki jih imajo 

rastline za večanje odpornosti na jablanov škrlup ter ugotoviti, ali se pri občutljivih sortah 

te mehanizme da na kakršenkoli način stimulirati. V ta namen je potrebno natančno 

poznavanje interakcij med glivo in rastlino ter mehanizmov, ki jih okužba s to glivo 

povzroči. 

 

Strategije odpornosti rastlin na patogene so številne in temeljijo na konstitutivni in 

inducirani obrambi, ki je odvisna od fiziološkega stanja gostitelja. V konstitutivni obrambi 

so pomembne anatomske spremembe in strukturne posebnosti (npr. periderm, polifenolne 

celice, sklerenhim, oksalatni kristali), ki delujejo kot fizične prepreke in patogenu 

preprečijo vstop in širjenje po rastlini. V inducirani obrambi so ključne kvalitativne in 

kvantitativne spremembe v kemični sestavi gostitelja in predstavljajo trajnejši način 

obrambe. V biokemičnih reakcijah v rastlinskih celicah in tkivih nastajajo spojine, ki so ali 

toksične za patogena ali pa v rastlini ustvarijo pogoje ugodne za zaviranje rasti patogena 

(Agrios, 1997). Te snovi so lahko že v naprej formirane (prisotne v rastlinskem tkivu v 

večjih ali manjših količinah) ali inducirane z okužbo (de novo sintetizirane – fitoaleksini) 

(Grayer in Kokubun, 2001). Obe skupini snovi predstavljata predvsem produkte 

sekundarnega metabolizma. Hrazdina in sod. (1997) menijo, da tako imenovani 

malusfuran, ki nastane kot posledica okužbe z V. inaequalis, zavira kalitev spor in rast 

glive. Aglikon malusfurana kaže celo večjo toksičnost kot sam malusfuran in deluje kot 
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tipični fitoaleksin. Številni fitoaleksini ali druge vnaprej sintetizirane snovi, ki imajo anti-

patogeni učinek, so značilne za posamezno rastlinsko vrsto in številne med njimi pripadajo 

različnim skupinam fenolov (Grayer in Kokubun, 2001). 

 

Za fenolne spojine menijo, da prispevajo k odpornosti rastlin proti mehanskim stresom, ki 

so posledica mehanskih poškodb, poškodb zaradi insektov in okužb z glivami, bakterijami 

ali virusi. Znanstveniki pripisujejo fenolom tudi pomembno signalno vlogo pri cvetenju, 

oplojevanju in rastlinski simbiozi. Kot odgovor na stres naj bi rastline izkoristile v celici že 

prisotne fenolne spojine ali pa zaradi stresa nastale fenolne spojine – fitoaleksine. Običajen 

odgovor rastline na stres je povečanje vsebnosti fenolnih spojin, še posebno klorogenske 

kisline (Abram in Simčič, 1997). Fenoli so stresni presnovki, ki delujejo kot antihranilo in 

imajo protimikrobni učinek, saj za glive predstavljajo strupene snovi. Način 

antimikrobnega delovanja fenolnih snovi je močno odvisen od njihove koncentracije. V 

nižjih koncentracijah vplivajo na encime, ki so povezani z oskrbo celice z energijo, 

medtem ko višje koncentracije povzročajo obarjanje proteinov. Fenolne snovi so toksične 

za zelo širok spekter mikroorganizmov, le ti pa proti njim tudi težko postanejo odporni 

(Agrios, 1997; Usenik in sod., 2004a). Fenolne snovi imajo tudi pomembno strukturno 

vlogo v obrambi pred patogenimi glivami. Ključni strukturni fenol je lignin, ki v celični 

steni deluje kot prepreka in varuje rastlinsko celico pred infekcijo z glivo. 

 

Dosedanje raziskave kažejo značilno povezavo med odpornostjo na jablanov škrlup in 

vsebnostjo določenih fenolov (Schwalb in Feucht, 1999; Mayr in sod., 1995; Usenik in 

sod., 2004b; Mikulič-Petkovšek in sod., 2007; Mikulič-Petkovšek in sod., 2009a, 2009b; 

Mikulič-Petkovšek in sod., 2008). Pri proučevanju na škrlup odpornih in občutljivih sort so 

ugotovili, da imajo odporne sorte večje vakuole, kjer se skladiščijo fenolne snovi. Vendar 

na podlagi velikosti vakuol ni mogoče sklepati na vsebnost fenolnih snovi. Pri proučevanju 

fenolne slike med občutljivimi in na škrlup odpornimi sortami, se je pri odpornih pokazala 

značilno višja vsebnost posameznih fenolov (npr. klorogenske kisline, p-kumarne in 

flavanolov) (Picinelli in sod., 1994; Mikulič-Petkovšek in sod., 2007). Sorta 'Florina', na 

jablanov škrlup odporna sorta, je vsebovala dvakrat večjo koncentracijo klorogenske 

kisline kot sorta 'Melrose', ki spada med na jablanov škrlup občutljive sorte. Po infekciji z 

glivo V. inaequalis so bile ugotovljene visoke vsebnosti flavanolov (Mayr in sod., 1995; 

Mikulič-Petkovšek in sod., 2008). Treutter in Feuct (1990) poročata, da se ob okužbi z 

glivo V. inaequalis sintetizirajo predvsem flavan 3-oli. 

 

Predhodna študija Mikulič-Petkovšek in sod. (2009b) je pokazala, da med rastno sezono 

obstaja možna povezava med vsebnostjo fenolnih snovi v listih jablane in njihovo 

občutljivostjo oziroma odpornostjo na jablanov škrlup. Odporne sorte vsebujejo več 

fenolnih snovi v primerjavi z občutljivimi sortami. V odpornih sortah je večjo odpornost na 

jablanov škrlup mogoče pojasniti s povečanjem fenolnih snovi skozi celo rastno dobo, 

medtem ko pri občutljivih sortah vsebnost teh snovi ostaja konstantna. Mikulič-Petkovšek 

in sod. (2008) so v svoji raziskavi potrdili že nekatere prejšnje raziskave, ki poročajo, da je 

vsebnost skupnih fenolov v listih, ki so zdravi, občutno manjša kot v listih okuženimi z 

glivo V. inaequalis. Kadar primerjamo vsebnost fenolnih snovi v zdravih in okuženih 

listih, se izkaže, da okužba z glivo V. inaequalis poveča vsebnost fenolnih snovi. 
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Sposobnost akumulacije fenolnih snovi v tkivih okrog mesta okužbe je lastnost tako 

odpornih kot občutljivih sort (Treutter in Feucht, 1990), kar ponovno dokazuje, da igrajo 

fenoli pomembno vlogo v obrambnih mehanizmih proti jablanovemu škrlupu (Mayr in 

sod., 1995). Sinteza fenolnih snovi pri odpornih sortah uspešno zadrži okužbo, medtem ko 

pri občutljivih sortah pride do kasnejšega odziva ali pa je ta odziv neučinkovit (Picinelli in 

sod., 1995; Treutter, 2005). Floridzin ima prav tako pomembno vlogo v razmerju 

odpornosti gostitelja do okužbe s škrlupom. Predvideva se, da ga in vivo različne glive kot 

npr. V. inaequalis hidrolizirajo v floretin, ki se naprej razgrajuje v floroglucinol in 

floretinsko kislino ter ostale produkte, ki naj bi bili za glivo toksični (Hamauzu, 2006). 

 

Ugotovljeno je bilo, da ob okužbi z glivo med drugim pride do hitre sinteze fenolnih snovi, 

ki pri odpornih sortah skupaj z drugimi snovmi uspešno zadržijo infekcijo (Picinelli in 

sod., 1995; Hamauzu, 2006). Fenoli prispevajo tako h kemijskemu kot tudi strukturnemu 

obrambnemu odzivu na infekcijo z glivo, in sicer tako, da inaktivirajo encime in/ali se 

nalagajo znotraj celičnih sten, s čimer predstavljajo mehansko oviro za prodirajoče hife 

(Schwalb in Feucht, 1999). K takšnemu sklepanju nas napeljuje večja akumulacija 

določenih fenolov okrog mesta infekcije. Poleg do sedaj znanih mehanizmov in fenolov, ki 

naj bi bili vključeni v obrambni mehanizem rastline, pa obstajajo še številne druge fenolne 

in nefenolne snovi, ki pomagajo omejevati rast glive. Za uspešno varstvo pred patogenom 

je potrebna hitra biosinteza flavonoidov iz fenilalanina (Mayr in sod., 1997; Michalek in 

sod., 1999) (slika 1). 

 

Ugotovljeno je bilo, da se aktivnost encima fenilalanin amonijak liaze (PAL) močno 

poveča, kadar obsevamo rastline z rdečo ali ultravijolično (UV) svetlobo, pod vplivom 

mikroorganizmov ter pri mehanskih poškodbah. Tako je inhibicija ključnega encima, ki 

povezuje primarni in sekundarni metabolizem, encima PAL, povzročila zmanjšanje 

akumulacije flavonoidov, kar je posledično vodilo v obširne simptomatične pege 

jablanovega škrlupa na listih. PAL katalizira reakcijo od fenilalanina do cimetne kisline 

(Roemmelt in sod., 2003). Cimetna kislina je pomemben prekurzor za širok spekter 

fenolov, med drugim flavonoide fitoaleksine in lignin, ki imajo tako strukturno kot tudi 

kemijsko obrambno funkcijo (Dixon in Pavia, 1995; Forkmann in Heller, 1999). 

 

Derivati cimetne kisline so tako prekurzorji za številne fenolne spojine, zato aktivnost 

encima PAL nudi samo omejeno informacijo o sintezi posameznih fenolov. V eni sami 

rastlinski vrsti obstajajo številni fenoli in večina od njih lahko še konjugira z različnimi 

sladkorji (Forkmann in Heller, 1999). 

 

Aktivnost encimov PAL, halkon sintaze (CHS)/halkon izomeraze (CHI) in dihidroflavonol 

4-reduktaze (DFR) v kožici plodov je odvisna od svetlobe. Kakorkoli, med razvojem 

plodov jih za sintezo flavonoidov in antocianov nikoli ne primanjkuje (Ju in sod., 1997, 

1995a, 1995b; Lister in sod., 1996). Biosinteze dihidrohalkonov še ne razumemo povsem 

natančno. Dihidrohalkoni najverjetneje izvirajo iz p-kumarne kisline. Lu in Foo (1997) sta 

izolirala 3-hidroksifloridzin, ki kaže vzorec zamenjave kvercetina in kavne kisline. 

Glikozil transferaze (GT) imajo visoko specifičnost za substrat glede na fenilpropanoidni 

ostanek, saj je glavni dihidrohalkon glukoziliran, medtem ko se glavni flavonol in glavni 

antocianidin pojavljata kot galaktozida. Galaktozil transferaze (GalT) kot substrate 

uporabljajo kvercetin in cianidin, biosintetske poti, ki dajejo aglikone, pa kontrolirajo 
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Slika 1: Sintezna pot fenolov pri jablani. PAL, fenilalanin amonijak liaza; C4H, cinamat 4-hidroksilaza; C4L, 

4-kumarat:CoA ligaza; CHS, halkon sintaza; CHI, halkon izomeraza; G2'TP, dihidrohalkon 2’-O-

glukoziltransferaza; FHT, flavanon 3-hidroksilaza; F3'H, flavonoid 3-hidroksilaza; FLS, flavonol sintaza; 

GT, glikozil transferaza; GalT, galaktozil transferaza; DFR, dihidroflavonol 4-reduktaza; ANS, antocianidin 

sintaza; ANR, antocianidin reduktaza; LAR, leukocianidin reduktaza. 
Figure 1: Flavanoid biosynthesis pathway in apple. PAL, phenylalanine ammonia lyase; C4H, cinnamate 4-

hydroxylase; C4L, 4-coumarate:CoA ligase;  CHS, chalcone isomerase; CHI, chalcone syntase; G2'TP, 

dihydrochalcone 2'-O-glucosyltransferase; FHT, flavanon 3-hydroxylase; F3'H, flavonoid 3- hydroxylase; 

FLS, flavonol synthase; GT, glucosyl transferase; GalT, galactosyl transferase; DFR, dihydroflavonol 4-

reductase; ANS, anthocyanidin synthase; ANR, anthocyanidin reductase; LAR, leucoanthocyanidin 

reductase. 
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nivoje antocianinov oz. kvercetin-glikozidov (Ju in sod., 1995a). Lister in sod. (1997) 

predvidevajo, da so prisotni aloencimi. 

 

DFR katalizira nastajanje levkocianidina (flavan 3,4-diola), ki je prekurzor za 

antocianidine in flavan 3-ole (katehin, procianidin). Poti, ki sta odgovorni za slednji 

skupini, med sabo 'tekmujeta' za levkocianidin. Levkocianidin je biosintetski intermediat 

nastanka 3-hidroksilflavanoid katehina; redukcijo pa katalizira leukocianidin reduktaza 

(LAR). Možno je tudi, da antocianidin sintaza (ANS) oksidira lekocianidin do cianidina, ki 

se potem lahko glikozilira do antocianina ali pa reducira z antocianidin reduktazo (ANR) 

do epikatehina. Oba flavan 3-ola, tj. katehin in epikatehin, najdemo kot monomerni 

podenoti procianidinov (Roemmelt in sod., 2003). 

 

Ju in sod. (1997) so odkrili manjše vsebnosti vezanih procianidinov v kožici rdeče 

obarvanih plodov v primerjavi z rumenimi in zelenimi sortami, vendar tega opažanja Lister 

in sod. (1994) v svoji raziskavi ne potrdijo. Njihovi rezultati nakazujejo sočasno povečanje 

cianidinov, kvercetin glikozidov in proantocianidinov, iz česar so sklepali, da so encimi 

flavonoidne poti usklajeno uravnavani. Različna mnenja bi bila lahko posledica različnih 

zalog prekurzorjev, ki so odvisni od okoljskih pogojev in primarnega metabolizma plodov, 

tj. ogljika in energijskih rezerv (Bauer in Treutter, 1990). 

 

Na vsebnost fenolnih spojin vplivajo tudi rastlinska vrsta, sorta, deloma pa tudi rastišče 

(vsebnost hranljivih snovi v tleh), podnebne razmere (temperatura, svetloba, količina 

padavin), agrotehnični dejavniki ter način pridelave (Häkkinen in sod., 1999). Količina 

fenolnih snovi ni odvisna samo od okužbe s patogeni, temveč na njihovo količino lahko 

vplivamo tudi z mehanskimi poškodbami in s tehnologijo pridelave. Pri vrednotenju 

vsebnosti fenolnih spojin v in vivo poskusih je potrebno upoštevati vplive multiplih 

dejavnikov na izbrana drevesa, kot so vpletenost različnih organizmov v napad, učinek 

podnebnih razmer (temperatura, svetloba, količina padavin), mehanske poškodbe, 

agrotehnični dejavniki ter način pridelave (Häkkinen in sod., 1999). Veberič in sod. (2005) 

poročajo, da so imela ekološko pridelana jabolka nekoliko višje vsebnosti fenolnih snovi v 

primerjavi z jabolki iz integrirane pridelave. Avtorji zaključujejo, da je to verjetno 

posledica stresa zaradi različnih tehnologij pridelave, saj je v ekološki pridelavi 

prepovedana tako uporaba lahko topnih mineralnih gnojil kakor tudi sintetičnih 

fitofarmacevtskih sredstev. 

 

Pridelovalci skušajo na različne načine zmanjšati pojavnost jablanovega škrlupa. V letih 

ugodnih za razvoj glive, se nasade škropi 15 do 20-krat s preventivnimi in kurativnimi 

fungicidi. Množična uporaba sintetičnih fungicidov povzroča številne okoljske probleme 

(Ilhan in sod., 2006). Zaskrbljenost ljudi na svetovni ravni narašča zaradi vse večje 

uporabe sintetičnih kemikalij na živilih ter njihovih možnih negativnih učinkov na zdravje 

ljudi in okolje nasploh. Pojav odpornosti patogena je prav tako problematični dejavnik pri 

uporabi sintetičnih fungicidov (Jamar in sod., 2007). Bikarbonatne soli predstavljajo eno 

od številnih alternativnih možnosti nadzora bolezni. Te bikompatibilne kemikalije so 

zanimive zlasti zato, ker imajo fungicidne lastnosti in so hkrati zelo malo strupene za ljudi 

in okolje. 
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Bikarbonati so dokazano učinkoviti za zatiranje različnih vrst gliv, vključno z organizmi, 

ki povzročajo kvarjenje hrane, ter rastlinskimi patogeni (Jamar in sod., 2007). Te spojine 

najdemo povsod v naravi, prisotne so v prehrani ljudi ter na voljo za običajne funkcije v 

človeškem, živalskem in rastlinskem sistemu (Jamar in sod., 2007). Bikarbonati povečujejo 

pH in osmotski tlak celic na površju listov in s tem izboljšajo manj ugodne razmere za 

spore gliv (Palmer in sod., 1997). Visok pH na površju listov in plodov se je pokazal kot 

učinkovit način za zatiranje jablanovega škrlupa (Washington in sod., 1998). Natrijev 

bikarbonat zmanjšuje celični turgor v hifah gliv, kar vodi do kolapsa in krčenja micelija in 

spor. S tem zavira rast in razmnoževanje glive (Ilhan in sod., 2006). Učinkovitost nadzora 

bolezni z bikarbonati je mogoče izboljšati tako, da bikarbonate uporabimo v kombinaciji z 

rastlinskimi olji, ki izboljšajo pokritost listov tako omogočijo, da se bikarbonatni ioni dlje 

obdržijo na površju (Jamar in sod., 2007). 

 

Ilhan in sod. (2006) poročajo, da je uporaba natrijevega bikarbonata v 10-dnevnih 

presledkih pri 90 % vzorčenih listov pomembno zmanjšala pojav jablanovega škrlupa. V 

poskusu na sorti 'Mutsu' so ugotovili, da je škropljenje z 1 % vodno raztopino natrijevega 

bikarbonata znatno zmanjšalo pojav bolezni na listih in plodovih; tudi ko so bile 

vremenske razmere za razvoj bolezni zelo ugodne. Ilhan in sod. (2006) v svoji študiji 

pišejo, da je bilo zaviranje razvoja jablanovega škrlupa, ki so ga dosegli s tretiranjem z 1-

% natrijevim bikarbonatom, lahko glavni razlog za povečanje velikosti in teže plodov 

tretiranih dreves. Hkrati ugotavljajo, da tretiranje z 2-% natrijevim bikarbonatom že lahko 

povzroči fitotoksičnost (Ilhan in sod., 2006). Navkljub spoznanjem, da je natrijev 

bikarbonat uspešno sredstvo za zatiranje jablanovega škrlupa, njegovega učinka na 

vsebnost primarnih in sekundarnih metabolitov ne poznamo. 

 

Kljub intenzivnim raziskavam v zadnjih 50 letih je biokemijski princip odpornosti na 

škrlup še vedno neznan. Med fenolnimi snovmi zlasti flavonoidi igrajo pomembno vlogo 

pri odpornosti jablan na jablanov škrlup. Sinteza fenolnih snovi pri odpornih sortah 

uspešno pomaga zadržati infekcijo, medtem ko pri občutljivih sortah pride do kasnejšega 

odziva ali pa je ta odziv neučinkovit. Fenoli se lahko oksidirajo in reagirajo s proteini ter 

tako povzročijo inaktivacijo encimov, s čimer zmanjšajo življenjsko sposobnost patogena. 

Njihovo drugo funkcijo predstavlja nalaganje znotraj celičnih sten, ki pomeni mehansko 

oviro za prodirajoče hife. Encim PAL katalizira spremembo aminokisline fenilalanin v 

cimetno kislino, ki je pomemben prekurzor za širok spekter fenolov, vključno s flavonoidi, 

fitoaleksini in ligninom. Derivati cimetne kisline so tako prekurzorji za številne fenolne 

skupine, in zato aktivnost encima PAL nudi samo omejeno informacijo o sintezi 

posameznih flavonoidov (Forkmann in sod., 1999). 

Z znanjem o sintezni poti fenolov in njihovem odzivu na okužbo z jablanovim škrlupom 

postajamo vedno bolj izkušeni v različnih pristopih in orodjih, ki jih imamo na razpolago 

za ciljno spreminjanje točno določenih metabolnih reakcij z namenom doseganja 

določenega fenolnega profila, ki lahko pripelje k večji odpornosti na jablanov škrlup. Za 

popolnejšo sliko sprememb v metabolizmu fenolov nastalih kot posledica odziva rastline 

na okužbo je potrebno določiti aktivnost encimov tudi na drugih stopnjah sinteze. Halkon 

sintaza (CHS) in halkon izomeraza (CHI) sta encima fenilpropanoidne poti, ki vodita v 

nastanek naringenina. Slednji se kasneje s pomočjo flavanon 3-hidroksilaze (FHT) in 

dihidroflavonol 4-reduktaze (DFR) pretvori v prekurzorje za nastanek antocianov in flavan 
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3-olov. Flavonol sintaza (FLS) katalizira tvorbo flavonolov. Dihidrohalkon 2’-O-

glukoziltransferaza (G2'TP) pa je povezan z nastankom floridzina (Forkmann in sod., 

1999). Encim peroksidaza (POD), ki s pomočjo oksidacije fenolne snovi spreminja v 

kinone, pa je eden od encimov, ki je vključen v razpad fenolnih snovi. 

 

Da bi lahko pojasnili del odprtih vprašanj v povezavi z biokemijskimi procesi obrambe, ki 

nastane ob interakciji patogena z rastlino, preučili vpliv mehanskih poškodb ter uporabo 

bikarbonatnih snovi kot sredstev za zatiranje jablanovega škrlupa, smo zastavili štiri ločene 

poskuse, ki so potekali v več rastnih sezonah. 

 

Poskus 1: Odziv encimske aktivnosti fenilpropanoidne poti in akumulacije fenolnih spojin 

po okužbi z jablanovim škrlupom 

V poskusu spremljanja odziva smo se v prvem delu odločili za monitoring aktivnosti 

encimov in akumulacije fenolov kožice jabolk v povezavi z okužbo z jablanovim 

škrlupom. Aktivnost encimov in akumulacijo fenolov smo analizirali v tkivu okuženim z 

jablanovim škrlupom (pega), tkivu ki obdaja pego (okolica pege) in ju primerjali z zdravim 

tkivom. V ta poskus sta bili vključeni sorti 'Zlati delišes' in 'Braeburn'. Drugi del poskusa 

vključuje občutljivo sorto 'Zlati delišes' in odporno sorto 'Florina', kjer smo aktivnost 

encimov in fenolov glede na različna tkiva tekom razvoja ploda spremljali preko cele 

rastne sezone. V analizo vsebnosti fenolov in aktivnosti encimov smo vključili kožico 

ploda. Poskus se je izvajal na lokaciji Laboratorijskega polja Biotehniške fakultete (BF) v 

Ljubljani, z njim pa smo želeli dobiti sliko aktivnosti encimov in akumulacije fenolov 

tekom sezone in preveriti, če oziroma koliko je aktivnost encimov in akumulacija fenolov 

odvisna od oddaljenosti tkiva od mesta okužbe s patogenom. 

 

Poskus 2: Fenolna slika odpornih sort pridelanih na ekološki in integriran način (IP) 

pridelave 

V poskus smo vključili sorte primerne za ekološko pridelavo ('Topaz', 'Florina', 'Carjevič' 

in 'Šampanska reneta'). Prvo obravnavanje so predstavljala jabolka, ki smo jih pridelovali 

po navodilih za ekološko pridelavo, drugo pa jabolka pridelana po načelih integrirane 

pridelave (IP) sadja. V tehnološko zrelih jabolkih smo analizirali fenole, skupne fenole ter 

antioksidativni potencial tako v kožici kakor tudi mesu plodov. Cilj poskusa je bil 

ugotoviti, kakšna je razlika v vsebnosti fenolov med različnimi načini pridelave (ekološki 

oziroma integriran način pridelave) in štirimi sortami pridelave. 

 

Poskus 3: Poskus s natrijevim in kalijevim bikarbonatom 

V poskus z natrijevim in kalijevim bikarbonatom smo vključili sorto 'Braeburn'. Poskus 

smo izvedli na lokaciji Laboratorijskega polja BF v Ljubljani. V poskusu smo tekom rastne 

sezone spremljali fenolno sestavo v jablanovih listih, v tehnološko zrelih plodovih pa smo 

spremljali parametre kakovosti, primarne (sladkorji, organske kisline) in sekundarne 

metabolite (fenoli). Tekom cele sezone smo vizualno ocenjevali stopnjo okužbe. Cilj 

poskusa je bil ugotoviti, kako se uporaba teh dveh pripravkov obnese v poljskih poskusih 

in kakšne so razlike v parametrih kakovosti in v vsebnosti primarnih in sekundarnih 

metabolitov v primerjavi s kontrolo. 
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Poskus 4: Odziv tkiva na mehansko poškodbo 

V ta poskus smo vključili občutljivo sorto 'Zlati delišes' ter odporno sorto 'Florina'. Poskus 

se je izvajal na lokaciji Laboratorijskega polja BF v Ljubljani. V popolnoma razvitih listih 

omenjenih sort smo ugotavljali, kakšne spremembe nastanejo v spektru fenolnih spojin, ko 

oziroma če liste mehansko poškodujemo. Cilj poskusa je bil spremljati, kako se ob 

mehanski poškodbi rastlina odzove na poškodbo z akumulacijo fenolnih snovi. 

 

Postavili smo naslednje raziskovalne hipoteze: 

 Med zdravimi in z glivo V. inaequalis okuženimi deli tkiva jabolčne kožice 

obstajajo razlike v vsebnosti fenolnih snovi ter aktivnosti delovanja encimov, ki so v 

sintezo fenolnih snovi vključeni.  

 Aktivnost delovanja encimov se, skupaj z vsebnostjo fenolnih snovi, med rastno 

dobo spreminja. 

 Med odpornimi in na škrlup občutljivimi sortami jablane obstajajo razlike v 

aktivnosti encimov, ki sodelujejo pri sintezi fenolnih snovi, kar posledično vodi v 

višjo vsebnost posameznih fenolnih snovi. 

 Akumulacija fenolov po okužbi varira med sortami in se razlikuje tudi glede na 

oddaljenost od mesta okužbe. 

 Način pridelave (integriran/ekološki) vpliva na količino fenolnih snovi. 

 Tretiranje dreves z različnimi okolju prijaznejšimi sredstvi (natrijev in kalijev 

bikarbonat) vpliva na povečano sintezo določenih fenolnih snovi in posledično tudi 

večjo odpornost rastlin. 

 Mehanska poškodba in ne samo okužba s patogenom privede do povečane 

akumulacije fenolnih snovi. 

 

Rastline se ob okužbi s patogenom odzovejo s povečano akumulacijo fenolov. V naši 

študiji pa smo poleg same akumulacije poskusili izvedeti tudi, kaj se v tem času dogaja z 

encimi, ki so vključeni v njihov nastanek. Raziskave so bile opravljene na kožici jabolk, ki 

je ob listih najbolj izpostavljena okužbi s patogenom, poleg tega pa poškodbe patogena na 

kožici zmanjšujejo njihovo tržno vrednost. Aktivnost encimov in akumulacijo fenolnih 

snovi smo spremljali tekom cele rastne sezone, s čimer smo poskusili pridobiti informacijo, 

kdaj tekom razvoja so ključni trenutki, pomembni za obrambo pred okužbo. Poleg tega 

smo ugotavljali tudi kakšna je aktivnost encimov in akumulacija fenolov glede na 

oddaljenost od mesta z okužbo z glivo V. inaequalis. 

 

Izbrane iste sorte smo pridelovali na ekološki način in način IP. Ker so rastline pridelane 

na ekološki način izpostavljene večjim stresom okolja, naj bi se pri njih pojavila višja 

vsebnost sekundarnih metabolitov (fenolov) tako v plodovih kot tudi v listih. 

 

Natrijev in kalijev bikarbonat smo preizkusili v poljskih poskusih in s tem preverili 

navedbe nekaterih virov, ki trdijo, da sta ti dve sredstvi uspešni pri zaviranju okužbe z 

glivo V. inaequalis. Plodovi, pridelani z uporabo teh sredstev, pa naj bi imeli zelo dobre 

parametre kakovosti zunanjega videza in vsebnost primarnih metabolitov ter večjo 

vsebnost sekundarnih metabolitov. 
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2 ZNANSTVENI ČLANKI 

 

2.1 ENCIMSKA AKTIVNOST FENILPROPANOIDNE POTI KOT ODGOVOR NA 

OKUŽBO Z JABLANOVIM ŠKRLUPOM 

 

SLATNAR Ana, MIKULIČ-PETKOVŠEK Maja, HALBWIRTH Heidi, ŠTAMPAR 

Franci, STICH Karl, VEBERIČ Robert 

Enzyme activity of the phenylpropanoid pathway as a response to apple scab infection. 

Annals of Applied Biology, 2010, 156: 449-456 

Prejeto: 17.6.2009, sprejeto: 23.1.2010 

 

Poskus smo izvedli na plodovih sorte 'Zlati delišes', ki smo jih obrali v tehnološki zrelosti 

(15. september). Želeli smo ugotoviti, kako okužba z jablanovim škrlupom vpliva na 

aktivnost encimov in vsebnost posameznih fenolov v treh različnih delih kožice jabolk. 

Kožico plodov smo ločili na pego, tkivo v okolici pege (1-2 mm) in zdravo kožico. 

Analizirali smo delovanje encimov PAL, CHS/CHI, FHT, FLS in G2'TP. Znano je, da 

okužba z glivo Venturia inequalis spremeni metabolizem nastajanja fenolov v pegi, okolici 

pege in zdravi kožici. V pegi je bila aktivnost vseh analiziranih encimov večja kot v 

zdravem tkivu oziroma okolici pege, z izjemo encima G2'TP, pri katerem je bila aktivnost 

v pegi nižja. V pegi oziroma njeni okolici smo določili večje vsebnosti floridzina kar 

nakazuje, da se je floretin pretvoril v floridzin. Po analizi vsebnosti fenolov smo ugotovili, 

da je tkivo pege v primerjavi z zdravim tkivom vsebovalo 3,4-krat več hidroksicimetnih 

kislin, 1,1-krat več dihidrohalkonov in 1,4-krat več flavan 3-olov. Zdravo tkivo pa je v 

primerjavi s tkivom pege vsebovalo 1,6-krat več flavonolov. Kljub temu, da je bila 

aktivnost FLS-a v pegi večja kot v okolici pege oziroma zdravem tkivu, pa je bilo njegovih 

produktov v pegi najmanj. Zato predvidevamo, da so se produkti transportirali v okolico 

pege in tam tvorili bariero ali pa se porabili v nadaljnjem encimatskem procesu. Iz 

dobljenih rezultatov sklepamo, da fenoli sodelujejo v obrambnem mehanizmu jablan proti 

jablanovem škrlupu. Encimska aktivnost fenilpropanoidne poti je bila v okuženem tkivu 

bistveno večja kot v zdravem tkivu. 
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2.2 ODGOVOR FENILPROPANOIDNE POTI NA OKUŽBO Z GLIVO Venturia 

inaequalis V DOZOREVAJOČIH JABOLKIH SORTE 'BRAEBURN' 

 

SLATNAR Ana, MIKULIČ-PETKOVŠEK Maja, HALBWIRTH Heidi, ŠTAMPAR 

Franci, STICH Karl, VEBERIČ Robert 

Response of the phenylpropanoid pathway to Venturia inaequalis infection in maturing 

fruit of ‘Braeburn’ apple. 

Journal of Horticultural Science & Biotechnology, 2010, 85: 465–472. 

Prejeto: 17.2.2010, sprejeto: 25.6.2010 

 

V poskusu smo v kožici jabolk okuženih z glivo Venturia inaequalis ((Cooke) G.Wint.) 

preučevali aktivnost ključnih encimov fenilpropanoidne poti in akumulacijo posameznih 

fenolnih snovi. Zdravo kožico smo primerjali s kožico, na kateri je bila vidna škrlupasta 

pega, ter tkivom v premeru 1 do 2 mm okoli škrlupaste pege 1 mesec pred polno zrelostjo 

(140 dni po polnem cvetenju) in v polni zrelosti (175 dni po polnem cvetenju). Izkazalo se 

je, da okužba z glivo V. inaequalis spremeni sintezo nekaterih fenolnih snovi. V primerjavi 

z zdravo kožico je škrlupasta pega vsebovala 3,1-krat večjo vsebnosti hidroksicimetnih 

kislin, 1,3-krat večjo vsebnost dihidrohalkonov in 3,9-krat večjo vsebnost flavan 3-olov. 

Prav tako je škrlupasta pega kazala nekoliko višjo aktivnost encimov PAL, CHS/CHI, FLS 

in FHT. Vsebnost fenolov je ostajala skoraj nespremenjena med termini vzorčenja, z 

izjemo epikatehina in kavne kisline, pri katerih je vsebnost z dozorevanjem padala. Na 

drugi strani se je vsebnost katehina med dozorevanjem povečala. Kar zadeva encimsko 

aktivnost, smo v obdobju dozorevanja plodov v vseh proučevanih tkivih opazili zmanjšano 

aktivnost encima CHS/CHI. Študija je pokazala, da se fenilpropanoidna pot v kožici jabolk 

značilno spremeni po okužbi z jablanovim škrlupom. 
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2.3 POLIFENOLNI METABOLIZEM V JABOLČNI KOŽICI RAZVIJAJOČIH SE 

PLODOV PRI NA JABLANOV ŠKRLUP ODPORNI IN OBČUTLJIVI SORTI 

 

SLATNAR Ana, MIKULIČ-PETKOVŠEK Maja, HALBWIRTH Heidi, ŠTAMPAR 

Franci, STICH Karl, VEBERIČ Robert 

Polyphenol metabolism of developing apple skin of a scab resistant and a susceptible apple 

cultivar. 

Trees, 2012, 26:109–119 

Prejeto: 6.12.2010, sprejeto: 17.5.2011 

 

Tekom razvoja jabolk (Malus domestica Borkh.) smo v kožici spremljali vsebnost glavnih 

fenolnih snovi (flavonoli, flavanoli, dihidrohalkoni, hidroksicimetne kisline, antociani) in 

aktivnost encimov PAL, CHS/CHI, FLS, FHT, DFR in POD, ki so z njihovo vsebnostjo 

povezani. Skozi sezono smo vzorčili v petih terminih, v poskus pa sta bili vključeni dve 

sorti jabolk, in sicer na škrlup občutljiva sorta 'Zlati delišes' in na škrlup odporna sorta 

'Florina'. Vzorčenja so pri občutljivi sorti vključevala zdravo kožico, kožico, na kateri je 

bila vidna škrlupasta pega, in tkivo oziroma del kožice v okolici škrlupaste pege, medtem 

ko smo pri sorti 'Florina' v vzorčenjih analizirali samo zdravo kožico plodov. Izmed vseh 

analiziranih encimov, je pri obeh preučevanih sortah encim CHS/CHI kazal največjo 

aktivnost, PAL pa najnižjo. Zdrava kožica na jablanov škrlup občutljive in na jablanov 

škrlup odporne sorte ni kazala razlik v glavnih fenolnih skupinah, zastopanih v kožici. 

Vseeno pa smo pri odporni sorti 'Florina' v zadnjih fazah razvoja ploda opazili povečano 

delovanje fenolnih encimov, za kar je po našem mnenju odgovorno predvsem nastajanje 

antocianov v dozorevajočih plodovih. Značilne razlike v fenolnem metabolizmu je bilo 

zaznati v vseh treh tkivih občutljive sorte 'Zlati delišes'. Povečano vsebnost 

hidroksicimetnih kislin, dihidrohalkonov in flavan 3-olov je bilo zaznati v škrlupasti pegi 

in tkivu okoli škrlupaste pege. Encimi PAL, DFR, FHT in POD so kazali višjo aktivnost v 

škrlupasti pegi v primerjavi z ostalimi analiziranimi tkivi, medtem ko je bila aktivnost 

encimov CHS/CHI in FLS pri vseh obravnavanjih precej podobna. V začetnih fazah 

okužbe z jablanovim škrlupom (začetku sezone) je prišlo do večje akumulacije fenolnih 

snovi, medtem ko je encimska aktivnost začela naraščati v poznih fazah razvoja ploda. 
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2.4 VPLIV EKOLOŠKE/INTEGRIRANE PRIDELAVE NA VSEBNOST FENOLNIH 

SNOVI V LISTIH IN PLODOVIH ŠTIRIH RAZLIČNIH SORT JABLANE V 

OBDOBJU 2 LET 

 

MIKULIČ-PETKOVŠEK Maja, SLATNAR Ana, ŠTAMPAR Franci, VEBERIČ Robert 

The influence of organic/integrated production on the content of phenolic compounds in 

apple leaves and fruits in four different varieties over a 2-year period. 

Journal of the Science of Food and Agriculture, 2010; 90: 2366–2378 

Prejeto: 30.4.2010, sprejeto: 20.6.2010 

 

Na vsebnost fenolov v sadju lahko vpliva sadna vrsta, rastni in klimatski dejavniki, rastna 

sezona, skladiščni pogoji in industrijski postopki. Namen študije je bil primerjati vsebnost 

posameznih fenolov, skupnih fenolov in antioksidativnega potenciala pri štirih različnih 

sortah, ki smo jih tekom dveh let pridelovali na ekološki oziroma integriran način 

pridelave. Določili smo številne fenolne snovi, ki pripadajo skupinam hidroksicimetnih 

kislin, flavanolov, dihidrohalkonov in antocianov. Vsebnost vseh analiziranih skupin je 

bila v ekološko pridelanih listih in plodovih večja (ne vedno statistično) kot v listih in 

plodovih iz IP. Listi iz ekološke pridelave so imeli 10-20 % višjo vsebnost skupnih 

fenolov, kot listi iz IP. V obeh letih je imela kožica ekološko pridelanih jabolk večji 

antioksidativni potencial kot jabolka iz IP, višja pa je bila tudi vsebnost skupnih fenolov. 

Raziskava je med drugim pokazala tudi to, da ima sorta velik vpliv na vsebnost fenolnih 

snovi in antioksidativni potencial jabolk. 
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2.5 VPLIV UPORABE BIKARBONATNIH SOLI, SREDSTEV ZA ZATIRANJE 

JABLANOVEGA ŠKRLUPA, NA METABOLITE V PLODOVIH IN LISTIH 

JABLANE 

 

SLATNAR Ana, ŠTAMPAR Franci, VEBERIČ Robert 

Influence of bicarbonate salts, used against apple scab, on selected metabolites in apple 

fruit and leaves 

Scientia horticulturae, 2012, 143: 197-204. 

Prejeto: 22.4.2012, sprejeto: 15.6.2012 
 

V poljskem poskusu smo preučevali učinkovitost in fitotoksičnost neorganskih fungicidov 

kalijevega bikarbonata (KBK) in natrijevega bikarbonata (NaBK) pri zatiranju jablanovega 

škrlupa. Njuno učinkovitost smo primerjali s kontrolo, pri kateri smo uporabili vodo ter 

fungicidnim tretiranjem; klasično metodo za varstvo pred jablanovim škrlupom na sorti 

´Braeburn´. Da bi preučili vse možne vplive teh dveh sredstev, smo na plodovih spremljali 

stopnjo okužbe, zunanje parametre kakovosti plodov (maso, trdoto, barvo) ter vsebnost 

primarnih in sekundarnih metabolitov. Na listih pa smo analizirali in beležili stopnjo 

okužbe ter vsebnost sekundarnih metabolitov in kalija. Rezultati so pokazali, da sta 

sredstvi učinkoviti pri varstvu pred jablanovim škrlupom in pri dani aplikaciji ne 

povzročata fitotoksičnih učinkov. Zunanji parametri kakovosti ploda so bili primerljivi s 

tistimi, pridelanimi na drevesih s fungicidnim obravnavanjem. Tretiranje s KBK je izzvalo 

višje vsebnosti sladkorjev in ekoloških kislin, ki so bile primerljive s tistimi, ki smo jih 

izmerili v plodovih fungicidnega obravnavanja. V raziskavi nismo zaznali statističnih 

razlik v vsebnosti analiziranih fenolov med fungicidnim obravnavanjem in tretiranjem s 

KBK oz. NaBK. Vsebnost fenolnih snovi v listih tretiranih s KBK oz. NaBK so bile 

primerljive s tistimi iz fungicidnega obravnavanja, kar nakazuje aktivnost obrambnega 

mehanizma v listih jablane. Uporaba KBK je pozitivno vplivala na vsebnost kalija v listih 

skozi celotno rastno sezono. Glede na znano dejstvo, da produkti neekoloških fungicidov 

niso toksični za zdravje človeka, bi v ekološki pridelavi KBK oz. NaBK potencialno lahko 

bili perspektivni sredstvi za varstvo nasadov pred jablanovim škrlupom. 
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2.6 SPREMEMBA VSEBNOSTI FENOLNIH SNOVI V JABLANOVIH LISTIH PO 

NJIHOVI MEHANSKI POŠKODBI 

 

SLATNAR Ana, ŠTAMPAR Franci, VEBERIČ Robert 

Content of phenolic compounds changes after mechanical injury of apple leaves 

Phyton, 2012, 53: 113-124. 

Prejeto: 21.3.2012, sprejeto: 7.5.2012 

 

Nabrani so bili polno razviti, zdravi listi, na jablanov škrlup občutljive sorte 'Zlati delišes' 

in odporne sorte 'Florina'. Listi za analizo so bili nabrani petkrat v razmaku od 1 do 15 dni 

po mehanski poškodbi lista. V listih smo s pomočjo masnega spektra (HPLC-MS) in 

tekočinske kromatografije visoke ločljivosti določili naslednje fenolne snovi: klorogensko 

kislino, floridzin, epikatehin, procianidin B2, kvercetin 3-O-galaktozid, kvercetin 3-O-

glukozid in kvercetin 3-O-ramnozid. Količina skupnih fenolov je bila določena 

spektrometrično. Skozi opazovano obdobje se je vsebnost fenolnih snovi razlikovala med 

odporno in občutljivo sorto, kot tudi med opazovano periodo pri posamezni sorti. Vsaka 

izmed fenolnih snovi se je na mehansko poškodbo odzvala različno. Po mehanski poškodbi 

smo zaznali povečano vsebnost klorogenske kisline, procianidina B2 in skupnih fenolov. 

Po mehanski poškodbi listov je bilo naraščanje fenolnih snovi bolj izrazito pri listih 

občutljive sorte kot pri listih odporne sorte. Rezultati raziskave kažejo, da se rastlina na 

mehansko poškodbo odzove s spremenjeno vsebnostjo fenolnih snovi. 
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3 RAZPRAVA IN SKLEPI 

 

3.1 RAZPRAVA 

 

Kombinacije strukturnih posebnosti in biokemičnih reakcij, vključenih v obrambo rastline, 

so v različnih sistemih gostitelj-patogen različne. Kombinacija se lahko celo pri istem 

gostitelju in patogenu spreminja s starostjo rastline, vrsto rastlinskega organa in tkiva, 

prehranskega statusa rastline in podnebjem. Čeprav strukturne značilnosti do neke mere 

varujejo rastlino pred patogeni, pa je danes jasno, da je odpornost poleg fizičnih preprek 

odvisna tudi od snovi, ki jih celice izdelajo pred oziroma po okužbi. Na to kaže dejstvo, da 

določen patogen nekaterih varietet ne okužuje, čeprav te nimajo nikakršnih strukturnih 

posebnosti. V takih primerih je obramba kemične narave in je pri zdravih rastlinah 

posledica številnih sekundarnih metabolitov s protimikrobnim delovanjem. Take snovi so v 

rastlini lahko prisotne v aktivni obliki ali pa so shranjene v obliki neaktivnih prekurzorjev. 

Prekurzorje nato v aktivno obliko pretvorijo encimi gostitelja kot odgovor na okužbo 

patogena ali kot odgovor na poškodbo tkiva (Agrios, 1997). 

 

Da bi poskusili odgovoriti na številna odprta vprašanja v povezavi z odzivom rastline na 

okužbo s patogenom, smo v letu 2008 zastavili različne poskuse, s katerimi smo želeli 

ugotoviti kakšen je odziv kožice jabolka na okužbo z jablanovim škrlupom z vidika 

fenolnega profila kot tudi še popolnoma nepoznane aktivnosti encimov, ki so v nastanek 

fenolnih spojin vključeni. 

 

Več avtorjev poroča, da okužba z jablanovim škrlupom poveča akumulacijo fenolnih 

snovi, ki pa je lahko glede na oddaljenost od mesta okužbe različna (Treutter in Feucht, 

1990; Feucht in sod., 1998; Mayr in Treutter, 1998; Mikulič-Petkovšek in sod., 2008, 

2009a). Zato smo v prvem poskusu v tehnološko zrelih plodovih sorte 'Zlati delišes' 

preučevali akumulacijo fenolnih snovi in aktivnost pripadajočih encimov fenilpropanoidne 

poti v povezavi z oddaljenostjo od mesta okužbe. Tkiva smo ločili na tri različna 

obravnavanja: pega, okolica pege, ki je zajemala tkivo 1-2 mm okoli škrlupaste pege in 

zdravo tkivo. 

 

V skupini hidroksicimetnih kislin smo opazili, da je pega v primerjavi z zdravim tkivom 

vsebovala statistično značilno večjo vsebnost tako klorogenske kakor tudi ferulne kisline. 

Izraženo v vsebnosti je to pomenilo kar 5 do 6,7-krat večjo vsebnost ferulne kisline (0,2 

mg/100 g sveže mase (SM)) in 8,5 do 13,6-krat večjo vsebnost klorogenske kisline (10,5 

mg/100 g SM) v primerjavi z zdravim tkivom. Dihidrohalkoni so skupina fenolnih snovi, 

ki se jo največkrat povezuje z odpornostjo na različne bolezni. Študije na jablani kažejo, da 

prisotnost floridzina in njegovih aglikonov lahko povezujemo z odpornostjo na jablanov 

škrlup (Hamauzu, 2006). Rezultati dihidrohalkonov so pokazali podobno sliko kot 

hidroksicimetne kisline, saj smo najnižjo vsebnost floridzina določili v zdravem tkivu 

(168,4 mg/100g SM), ki sta mu sledila pega in okolica pege. Vsebnost floretina je bila v 

zelo nizki koncentraciji določena le v pegi. Treutter in Feucht (1990) poročata, da tkivo, 

okuženo z jablanovim škrlupom, kaže povečano akumulacijo nekaterih flavan 3-olov 

(epikatehina, katehina, procianidina B2, procianidina B5, procianidina E-B5). Njuna 

poročanja se skladajo z dobljenimi rezultati v naši študiji, saj smo tudi mi v okuženem 

tkivu zaznali večje vsebnosti epikatehina, katehina in procianidina B2, nismo pa med 
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okolico pege in zdravim tkivom zaznali razlik v vsebnosti vseh treh določenih flavan 3-

olov. V skupini flavonolov smo določili kvercetin 3-O-ramnoglukozid, kvercetin 3-O-

galaktozid, kvercetin 3-O-glukozid in kvercetin 3-O-ramnozid. V povprečju je okolica 

pege vsebovala največ flavonolov (238,3 mg/100 g SM), sledilo ji je zdravo tkivo in pega. 

O povečani akumulaciji flavonolov po okužbi z jablanovim škrlupom, kot tvorbi zaščitne 

bariere poročajo že Feucht in sod. (1998) in Mayr in Treutter (1998). 

 

Ker glede na prisotno količino analiziranih fenolov težko govorimo kdaj je do njihove 

sinteze prišlo, smo študijo nadgradili z določanjem delovanja nekaterih ključnih encimov 

fenilpropanoidne poti. Aktivnost PAL-a smo uspeli določiti le v škrlupasti pegi. Rezultati 

so pokazali, da je najvišjo aktivnost delovanja encimov v analiziranih tkivih kazal encim 

CHS/CHI, katerega aktivnost je glede na oddaljenost od mesta okužbe padala. To 

nakazuje, da okužba z jablanovim škrlupom vodi do povečane sinteze različnih fenolov. 

Pri določanju encimske aktivnosti FHT-ja smo bili neuspešni, saj njegove aktivnosti nismo 

zaznali. FHT je odgovoren za pretvorbo flavanonov v dihidroflavonole, ki se nato 

reducirajo v potrebne leukocianidine. Redukcijo opravi encim DFR, čigar aktivnost je bila 

največja v pegi. Odsotnost delovanja FHT-ja bi lahko razložili z dejstvom, da v kožici 

analizirane sorte antociani niso prisotni in zato tudi encim ni aktiven. Vendar se moramo 

zavedati, da je za sintezo flavonolov delovanje encima FHT ključno, saj so 

dihidroflavonoli njegovi intermediati. To bi lahko pomenilo, da je encim aktiven v drugi 

razvojni stopnji ploda ali pa da je njegova aktivnost nižja od detekcije naše metode. Kot pri 

ostalih encimih je tudi encim FLS, ki je odgovoren za nastanek flavonolov (kvercetin 

glikozidov), je v pegi kazal večjo aktivnost kot v okolici pege oziroma zdravem tkivu. A 

vendar smo ravno v pegi zaznali nižje koncentracije flavonolov. To bi lahko pojasnili z 

navedbami nekaterih avtorjev (Feucht in sod., 1998; Mayr in Treutter, 1998), ki trdijo, da 

nalagaje flavonolov v okolici okužbe ustvari zaščitno bariero ali celo, da prihaja do sedaj 

še nepojasnjenih kasnejših procesov v tkivu. Razlago bi lahko iskali tudi v zmanjšani 

oskrbi z intermediati, saj nismo uspeli določiti aktivnosti FHT-ja. Prav nasprotno sliko v 

aktivnosti kot pri ostalih encimih smo dobili pri D2'GT-ju. Slednji encim je ključen za 

pretvorbo floretina v floridzin, njegova aktivnost pa je z oddaljevanjem od mesta okužbe 

naraščala. Padec v aktivnosti encima lahko pojasnimo z upoštevajočim dejstvom, da kot 

aktivna snov pri obrambi z glivo deluje aglikon in ne 2'-O-glukozid. To dejstvo je potrdila 

tudi sama koncentracija aglikona floretina določenega v pegi. Prav tako je bila v pegi 

visoka tudi količina floridzina, vendar se njegova vsebnost od ostalih tkiv ni statistično 

razlikovala. 

 

Drugi encim fenolne oksidacije je POD, ki oksidira fenole do kinonov in katalizira 

nastanek peroksida. Peroksid ni le protimikrobna spojina, temveč tudi sprošča 

visokoreaktivne proste radikale in tako povečuje stopnjo polimerizacije fenolnih spojin v 

ligninu podobne snovi. Te spojine se nato nalagajo v celične stene, s čimer motijo 

nadaljnjo rast in razvoj patogena (Zhao in sod., 2008; Harrison in sod., 1995). To smo 

potrdili tudi v naši raziskavi, saj se je aktivnost encima POD z oddaljenostjo od mesta 

sinteze zmanjševala. 

 

Rezultati poskusov so pokazali, da v fenilpropanoidni poti prihaja do sprememb po okužbi 

z jablanovim škrlupom, kar je bilo prvič potrjeno tudi s stopnjo aktivnosti encimov. Ker pa 

je bila uvodna raziskava opravljena le na tehnološko zrelih plodovih, smo že v istem letu 
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želeli preveriti, kaj se s samo količino fenolnih snovi in aktivnostjo pripadajočih encimov 

dogaja v času razvoja oziroma dozorevanja plodov. V naslednji študiji smo tako vzorčenje 

jabolk sorte 'Braeburn 'opravili v dveh terminih, medtem ko so obravnavanja za analizo 

ostala enaka kot v prvem poskusu. 

 

S poskusom smo potrdili, da se kožica jabolk na okužbo z jablanovim škrlupom odzove s 

povečano akumulacijo fenolnih snovi, prav tako pa smo zaznali večje aktivnosti določenih 

pripadajočih encimov fenilpropanoidne poti v pegi in njeni okolici. Rezultati raziskave 

med posameznimi tkivi so bili primerljivi in v enakih trendih, kot jih Slatnar in sod. 

(2010a) poročajo v svoji predhodni raziskavi. Med dozorevanjem smo v zrelih plodovih 

zaznali nižjo aktivnost encimov kot v tehnološko zrelih plodovih. Izjema sta bila le encima 

DFR in D2'GT, katerih aktivnost se je z dozorevanjem povečevala. Tudi pri koncentraciji 

fenolnih snovi smo zaznali nespremenjene koncentracije vseh analiziranih fenolov z 

izjemo kavne kisline in epikatehina, kjer je prišlo do zmanjšanja vsebnosti. 

 

Rezultati prvih raziskav so bili povod za nadaljnje raziskave v letu 2009, ki so poleg treh 

različnih tkiv kožice zajele še: (1) primerjavo odporne ('Florina') in na jablanov škrlup 

občutljive sorte ('Zlati delišes') in (2) odziv tkiva izraženega tako v akumulaciji fenolnih 

snovi kot aktivnosti encimov tekom celotnega razvoja ploda. Pogosto opazimo, da v 

odpornih sortah prihaja do hitrejše sinteze nekaterih fenolnih spojin toksičnih za patogene, 

kot se to dogaja v občutljivih varietetah. Nekatere od teh snovi lahko dosežejo 

koncentracijo, ki je toksična za patogena. Kljub temu se večina pojavlja v istem prizadetem 

tkivu, njihova kombinacija pa je verjetno povezana z inhibicijo okužbe v odpornih 

varietetah. 

 

Več avtorjev (Mikulič-Petkovšek in sod., 2007; Picinelli in sod., 1995; Michalek in sod., 

1999) v svojih študijah poročajo o višjih vsebnostih nekaterih posameznih fenolov kot tudi 

skupnih fenolov v odpornih sortah v primerjavi z občutljivimi sortami, vendar pa 

mehanizem njihovega delovanja pri odpornosti še vedno precej slabo razumemo. Rezultati 

raziskave niso pokazali statistično značilnih razlik v skupinah hidroksicimetnih kislin, 

dihidrohalkonov, flavan 3-olov in flavonolov med odporno in na jablanov škrlup občutljivo 

sorto z izjemo drugega termina vzorčenja, kjer smo v kožici na jablanov škrlup odporne 

sorte 'Florina' zaznali večji vsebnosti flavan 3-olov in flavonolov kot v kožici občutljive 

sorte. V fenolnem profilu so bile največje razlike med sortama pri skupini antocianov, kjer 

smo pri sorti 'Florina' skozi vso rastno sezono beležili nizke koncentracije te skupine 

fenolnih spojin. Kar se tiče aktivnosti encimov, pri encimih PAL, CHS/CHI in FLS med 

odporno in na jablanov škrlup občutljivo sorto tekom opazovane periode nismo zaznali 

razlik. Smo pa pri odporni sorti v petem terminu zabeležili statistično večjo aktivnost 

encimov FHT in DFR Večjo aktivnost teh dveh encimov lahko pojasnimo s povečano 

sintezo antocianov, ki so značilni za kožico izbranega odpornega kultivarja ali pa celo 

flavan 3-olov. Encim DFR je NADPH odvisna oksireduktaza, ki reducira kisikovo skupino 

na poziciji 4, s čimer omogoči nastanek flavan 3,4-diolov, le ti pa so prekurzorji za sintezo 

katehina, epikatehina in antocianidinov (Forkman in Heller, 1999). 

 

Drugi del poskusa je zajemal spremljanje akumulacije fenolnih snovi in aktivnost 

delovanja pripadajočih encimov tekom rastne dobe v tkivih različno oddaljenih od mesta 

okužbe. Znano je, da se vsebnost fenolnih snovi tekom razvoja ploda spreminja. O večji 
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vsebnosti hidroksicimetnih kislin, dihidrohalkonov in flavan 3-olov v pegi v primerjavi z 

okoliškim tkivom in zdravim tkivom na zrelih plodovih že poročajo Slatnar in sod. (2010a, 

2010b). Višjo koncentracijo hidroksicimetnih kislin lahko povežemo s povečanim stresom, 

ki mu je tkivo izpostavljeno po okužbi z jablanovim škrlupom (Mikulič-Petkovšek in sod., 

2009a). Koncentracija dihidrohalkonov v pegi je bila od 2,3 (zrel plod) do 5-krat (nezrel 

plod) višja kot koncentracija v zdravem tkivu. Hipotezo, da je aglikon raje vključen v 

obrambo pred patogenom kot pa kot 2'-O-glukozid, podpirata tudi raziskavi Slatnar in sod. 

(2010a, 2010b), ki prav tako poročata o padcu UDP-glukoze in manjši aktivnosti encima 

G2'TP v pegi v primerjavi z zdravim tkivom. V skupini flavonolov smo statistično večje 

vsebnosti v pegi zaznali v prvem in drugem terminu vzorčenja, medtem ko v kasnejših 

terminih teh razlik nismo več zaznali. 

 

Tkivo okuženo z glivo (pega) je tekom rastne sezone kazalo povečano aktivnost encimov 

PAL, DFR, FHT in POD, medtem ko se aktivnost encimov CHI/CHS in FLS tekom sezone 

med različnimi tkivi oziroma obravnavanji ni razlikovala. Največji vpliv na aktivnost 

delovanja se je pokazal pri PAL-u, kjer je tekom rastne sezone prišlo med 2,6 do 21,4-

kratnega povečanja aktivnosti v pegi v primerjavi z zdravim tkivom. Opazili smo trend 

povečane aktivnosti encima PAL v okolici pege. To samo še dodatno potrjuje naše 

predhodne študije (Slatnar in sod., 2010a, 2010b) in študije nekaterih drugih avtorjev 

(Fuenfgelder in sod., 1994; Vidhyasekaran 1997; Anand in sod., 2009). Prav tako smo 

zaznali med 6,7 in 44,2-krat večjo aktivnost encima DFR v pegi v primerjavi z zdravim 

tkivom. Te ugotovitve lahko podpremo s predhodnimi študijami (Slatnar in sod., 2010a, 

2010b; Mayr in sod., 1997), ki domnevajo, da hitra akumulacija katehina in procianidinov, 

na okuženih delih lahko zaustavi oz. upočasni nadaljnje širjenje glive. Veliko manjši odziv 

na okužbo pa je kazal encim FHT, pri katerem smo v prvem terminu vzorčenja zaznali 2,8-

krat večjo aktivnost v pegi kot v zdravem tkivu. 

 

Naraščajoča aktivnost encimov PAL in DFR v poznih stopnjah razvoja ploda je sovpadala 

s povečano akumulacijo hidroksicimetnih kislin in flavan 3-olov kot tudi padcem 

flavonolov. Kljub temu pa povečana koncentracija hidroksicimetnih kislin, 

dihidrohalkonov, flavan 3-olov in antocianov v zgodnjih fazah razvoja ploda ni sovpadala 

z aktivnostjo encimov v teh fazah. Razlago lahko iščemo v tem, da so mladi plodiči bolj 

občutljivi na jablanov škrlup. Do okužbe z jablanovim škrlupom pride že zelo zgodaj po 

cvetenju, simptomi pa se pojavijo mnogo kasneje. V naši študiji je bila ob visokih 

koncentracijah fenolov zabeležena aktivnost pripadajočih encimov precej nizka, kar bi 

lahko pomenilo, da je aktivnost pripadajočih encimov pred oziroma ob pojavu simptomov 

že upadla. 

 

Spremljanje sezonskega odziva je tako pokazalo, da okužba z jablanovim škrlupom tekom 

celotnega razvoja ploda spremeni oz. vpliva na fenilpropanoidno pot tako preko aktivnosti 

encimov kot tudi vsebnosti fenolnih snovi. Čeprav več avtorjev poroča o različnosti 

sprememb med odporno in na jablanov škrlup občutljivo sorto, pa teh razlik mi v naši 

študiji nismo zaznali. V naši študiji je bila akumulacija vseh fenolnih snovi razen 

flavonolov bolj izrazita v zgodnji fazi razvoja ploda, medtem ko je bila aktivnost encimov 

bolj pestra in je kazala višjo oz. v nekaterih primerih nespremenjeno aktivnost v pozni fazi 

razvoja ploda. 
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Poleg raziskav odziva kožice na jablanov škrlup smo vzporedno izvajali poskuse, v katerih 

smo želeli preveriti, kako lahko različni načini pridelave oz. pripravki, ki so okolju in 

zdravju ljudi bolj prijazni od sintetičnih fitofarmacevtskih sredstev, vplivajo na sekundarni 

metabolizem, kakor tudi na nekatere druge zelo pomembne zunanje parametre kakovosti 

ploda. Zato smo v letih 2008 in 2009 spremljali odziv sekundarnega metabolizma v dveh 

načinih pridelave, ekološkem in integriranem. 

 

Ugotovili smo, da je bila vsebnost skupnih analiziranih hidroksicimetnih kislin večja v 

listih dreves iz ekološke pridelave. Rezultati so kazali isti trend v obeh letih, s tem da so 

bile vrednosti nekoliko večje v letu 2009, kar smo pripisali predvsem povečanemu 

sončnemu obsevanju, ki lahko povzroči večjo sintezo določenih posameznih fenolov 

znotraj te skupine fenolnih spojin. Listi iz ekološke pridelave so septembra vsebovali kar 

3-krat večje vsebnosti hidroksicimetnih kislin, kot listi iz IP. V letu 2008 je bila razlika v 

vsebnosti dihidrohalkonov med načinoma pridelave minimalna. Toda že v letu 2009 smo v 

začetku rastne sezone v listih iz ekološke pridelave zabeležili značilno večjo vsebnost 

dihidrohalkonov, in sicer je bila vsebnost v primerjavi z listi iz integrirane pridelave višja 

za 7-12 %. Kasneje v rastni sezoni 2009 pa razlika med preučevanima načinoma pridelave 

ni bila več statistično različna. Tudi pri skupini flavan 3-olov smo v obeh letih zaznali za 

10 do 38 % večjo vsebnost znotraj ekološke pridelave v primerjavi z IP. Razlog za večjo 

vsebnost je najverjetneje večji pritisk patogenov iz okolja pri ekološki pridelavi kot pa pri 

IP. Znano je namreč, da večji pritisk patogenov poveča akumulacijo flavan 3-olov. Tudi 

skupina flavonolov ni odstopala od trenda, ki smo ga ugotovili pri ostalih skupinah. Tako 

so listi iz ekološke pridelave vsebovali za 10 do 30 % večje vsebnosti flavonolov. Kot pri 

ostalih skupinah tudi pri flavonolih povečanje vsebnosti lahko pripišemo pritisku 

patogenov, predvsem jablanovem škrlupu, saj o tem že poročajo tudi drugi avtorji (Feucht, 

1994). Pri analizi skupnih fenolnih snovi smo pričakovali podobne vsebnosti pri obeh 

načinih pridelave. Tako smo v letu 2008 zabeležili enake koncentracije skupnih fenolnih 

snovi pri obeh načinih pridelave, medtem ko smo leta 2009 pri ekološki pridelavi zaznali 

za 10 do 20 % višjo vsebnost skupnih fenolnih snovi kot v IP jabolk. 

 

Rezultati analize plodov so bili zelo različni in so pokazali predvsem to, da prihaja do 

razlik med načini pridelave, leti pridelave in sortami, ki smo jih v analizo zajeli. Tako so 

plodovi sort 'Florina' in 'Šampanska reneta' iz ekološke pridelave v letu 2008 vsebovali 

večje vsebnosti hidroksicimetnih kislin tako v kožici kot tudi mesu plodov. V mesu 

ekoloških jabolk je bila vsebnost za 1,1 do 2,6-krat večja, medtem ko je bila v kožici za 1,2 

do 3,2-krat večja kot v plodovih iz IP. Sorta 'Carjevič' v nobenem letu ni kazala razlik v 

vsebnosti hidroksicimetnih kislin med načinoma pridelave. 

 

V naši raziskavi smo v kožici pri sorti 'Topaz' in 'Šampanska reneta' v ekološki pridelavi 

leta 2008 ugotovili statistično značilno večjo vsebnost dihidrohalkonov v primerjavi z IP. 

Naši rezultati se tako ujemajo z ugotovitvami Chinnicija in sod. (2004), ki v kožici 

ekološko pridelanih jabolk poročajo o višjih vsebnostih floridzina, ki predstavlja enega od 

glavnih dihidrohalkonov prisotnih v jabolkih. 

 

V kožici ekološko pridelanih jabolk pa smo pri sorti 'Šampanska reneta' v letu 2008 in sorti 

'Carjevič' v letu 2009, zabeležili tudi višje vsebnosti flavan 3-olov kot v jabolkih IP. 

Podobne zaključke lahko podamo za kožico sorte 'Florina' v obeh letih in za meso sorte 
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'Topaz' v letu 2008 in kožico iste sorte v letu 2009. Hitra sinteza oz. akumulacija flavan 3-

olov po okužbi s patogenom je že bila potrjena s strani več raziskav (Mayer in sod., 1997; 

Feucht in sod., 1998). 

 

Kožica sorte 'Florina' in meso sort 'Topaz' in 'Šampanska reneta' so v ekološki pridelavi 

vsebovali statistično večji vsebnosti flavonolov v obeh opazovanih letih. Razlog je odziv 

rastline na patogena, ki je pri ekološki pridelavi večji kot pri IP. Pri tej skupini fenolov smo 

v letu 2009 zabeležili tudi nasproten pojav, ko je prišlo do večjih vsebnosti flavonolov v 

mesu IP sort 'Florina' in 'Carjevič'. O takšnem odzivu so pri različnih načinih pridelave 

jabolk sorte 'Zlati delišes' že poročali Chinnici in sod. (2004). Prav tako kot v skupinah 

posameznih fenolov smo tudi pri analizi skupnih fenolov potrdili hipotezo, da pridelava 

(ekološka) pri kateri je stres za rastlino večji, lahko vpliva na povečano vsebnost fenolnih 

snovi. Tako smo višjo vsebnost skupnih fenolnih snovi v ekološko pridelanih plodovih 

(kožica in meso ločeno) zabeležili pri sortah 'Florina' in 'Šampanska reneta' v letu 2008 in 

pri sortah 'Topaz' in 'Carjevič' v letu 2009. 

 

Dva različna načina pridelave sta pokazala, da rastlina, ki jo izpostavimo stresu, tvori več 

fenolnih snovi. Ob tem pa ne smemo zanemariti drugih dejavnikov (leto, sorta). V letu 

2010 smo zasnovali poskus z bikarbonati. Do sedaj znani viri že poročajo o njihovem 

ugodnem vplivu na zmanjšanje okužbe z jablanovim škrlupom v laboratorijskih poskusih, 

nismo pa zasledili nobenega podatka o tem, kako bikarbonati vplivajo tako na parametre 

kakovosti ploda kot tudi na vsebnost primarnih in sekundarnih metabolitov. 

 

Na podlagi rezultatov poskusa z NaBK v letu 2009 (Slatnar in sod., 2011) smo se odločili, 

da v letu (2010) v poskus dodatno vključimo še kalijev bikarbonat (KBK), kateremu prav 

tako pripisujejo dobre učinke pri zatiranju jablanovega škrlupa. V poskusu smo preverjali 

vpliv teh dveh sredstev na zmanjšanje okužbe z jablanovim škrlupom, vpliv na parametre 

kakovosti plodov, ter vsebnost primarnih in sekundarnih metabolitov. Poleg tega smo 

želeli preveriti še možnost uporabe KBK kot foliarnega gnojila. 

 

Rezultati so pokazali, da se je okužba z jablanovih škrlupom na plodovih tretiranih z 

bikarbonati zmanjšala v primerjavi s kontrolo, medtem ko med uporabljenima 

bikarbonatoma nismo zaznali razlik v zmanjšanju okužbe. Mase plodov so si sledile v 

sledečem vrstnem redu: IP > KBK > NaBK > kontrola, kar samo še dodatno potrjuje našo 

predhodno raziskavo (Slatnar in sod., 2011). Med obravnavanji nismo zaznali razlik v 

trdoti plodov. Čeprav Hunsche in sod. (2003) poročajo, da foliarna aplikacija kalija lahko 

povzroči padec trdote jabolk, pa je bil padec v njihovi študiji najverjetneje posledica 

povečanja velikosti ploda. V naši študiji razlik v velikosti ploda (višina, širina) med jabolki 

iz IP in jabolki tretirani s KBK nismo zaznali. Smo pa pri plodovih, ki so bili tretirani s 

KBK zabeležili večje vrednosti parametra a*, kar nakazuje na bolj intenzivno rdeče 

obarvano barvo ploda kot pri ostalih obravnavanjih. Ugotovitev smo potrdili tudi z 

določitvijo večje vsebnosti antocianov v plodovih tretiranih s KBK. Rezultati naše študije 

se ujemajo z rezultati raziskave Hunscheja in sod. (2003), ki poročajo, da večje količine 

kalija v tleh lahko povežemo z večjo vsebnostjo antocianov v plodovih. Po ugotovitvah Ju-

a in sod. (1999), naj bi bil kalij pomemben kofaktor nekaterih specifičnih encimov, ki so 

pomembni za sintezo antocianov. 
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Kar se tiče rezultatov analiz primarnih metabolitov, so plodovi tretirani s KBK vsebovali 

več skupnih sladkorjev kot tisti iz obravnavanja z NaBK oz. IP. Prav tako so imeli plodovi 

vseh obravnavanj statistično večjo vsebnost ekoloških kislin v primerjavi z IP. Med 

samimi obravnavanji razlik v vsebnosti ekoloških kislin nismo zabeležili. 

 

Vsebnost hidroksicimetnih kislin je bila v kožici ploda pri kontroli višja kot pri ostalih 

obravnavanjih, medtem ko v mesu ploda razlik med obravnavanji pri tej skupini fenolnih 

spojin nismo ugotovili. Chinnici in sod. (2004) poročajo, da je vsebnost dihidrohalkonov 

večja v ekološko pridelanem sadju kot v sadju iz IP. Podobne zaključke lahko naredimo 

tudi iz naših rezultatov, ki pa se razlikujejo od tistih z poskusom z NaBK v letu 2009 

(Slatnar in sod., 2011), kjer pri skupini flavan 3-olov v kožici ni prišlo do razlik med 

obravnavanji. V mesu jabolk pa je vsebnost flavan 3-olov naraščala v sledečem vrstnem 

redu kontrola < IP = NaBK < KBK. Rezultati se ujemajo z našimi predhodnimi 

raziskavami (Mikulič-Petkovšek in sod., 2010), kjer smo ugotovili, da je stopnja flavan 3-

olov v kožici in mesu ploda v IP manjša kot v ekološki pridelavi. Znano je, da se po okužbi 

pojavi večja akumulacija posameznih fenolov iz te skupine, kar naj bi omejilo širjenje 

glive (Mayr in sod., 1997). Kakorkoli, naši rezultati tega ne potrjujejo. Plodovi iz IP so 

imeli v jablanovi kožici večjo vsebnost flavonolov v primerjavi z ostalimi obravnavanji, 

večja vsebnost fenolnih spojin v jabolkih iz IP pa je bila ugotovljena tudi v mesu plodov. 

Kot poročajo Mikulič-Petkovšek in sod. (2010) in Chinnici in sod. (2004), imajo plodovi iz 

ekološke pridelave večjo vsebnost skupnih fenolov kot tisti iz IP. To se je pokazalo tudi v 

našem poskusu, saj je z zmanjšanjem okužbe/stresa prišlo do manjše vsebnosti skupnih 

fenolov tako v kožici kot mesu ploda (kontrola > KBK > NaBK > IP). 

 

Tako kot v plodovih smo tudi na listih ugotovili zmanjšano stopnjo okužbe ob uporabi 1 % 

raztopine NaKB oz. KBK. Uporaba tega sredstva ni povzročila nikakršnih vidnih znamenj 

fitotoksičnosti na listih. Med rastno sezono smo spremljali vsebnost kalija v listih. 

Rezultati so pokazali, da se je koncentracija kalija v listih med obravnavanji razlikovala in 

pri vseh obravnavanjih med prvim in drugim terminom vzorčenja narasla, kasneje pa 

padla. Uporaba KBK ni vplivala le na zmanjšano okužbo z jablanovim škrlupom, ampak 

tudi na višjo vsebnost kalija v listih. Večja vsebnost kalija v citosolu in kloroplastih celic 

nevtralizira topne in netopne anione makromolekul in stabilizira pH med 7 in 8, to pa je 

optimalni pH za delovanje večine encimskih reakcij, kot je na primer sinteza topnih 

ogljikovih hidratov. 

 

Vsebnost hidroksicimetnih kislin v listih kaže na to, da tretiranje s KBK oz. NaBK 

pripomore k večji vsebnosti fenolov iz te skupine v primerjavi z listi iz IP in nižje kot pri 

kontrolnem obravnavanju. Skupina dihidrohalkonov je kazala statistično večje vsebnosti 

pri obravnavnaju s KBK. Povprečna vrednost flavanolov skozi leto je kazala podobne 

vrednosti pri tretiranju s KBK oz. NaBK, medtem ko smo pri IP opazili za 0,5 krat nižjo 

vsebnost kot pri kontroli. Največjo vsebnost flavonolov smo izmerili v listih tretiranih s 

KBK (10,15 mg/g suhe mase (SUM)), medtem ko je kontrola vsebovala 9,09 mg/g
 
SUM, 

IP 9,35 mg/g
 
SUM in tretiranje z NaBK 8,64 mg/g

 
SUM flavonolov. 

 

Sklop več raziskav je pokazal, da po interakciji jablanov škrlup-kožica jabolk prihaja do 

odziva v aktivnosti encimov fenilpropanoidne poti in posledično tudi do večje akumulacije 

nekaterih skupin fenolov. Znano je, da spremembo fenolnega profila ne povzroči le gliva, 
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ampak tudi drugi stresni dejavniki, med katere štejemo tudi mehansko poškodbo. Da bi 

ugotovili, kakšen odziv sproži mehanska poškodba tkiva pri jablani v primerjavi z odzivom 

ki ga povzroči patogen, ki ob prodoru v tkivo tudi povzroči poškodbo, smo v letu 2010 

zastavili poskus, kjer smo preverjali odziv listov jablane na mehansko povzročeno 

poškodbo. V poskus smo vključili odporno sorto 'Florina' in na jablanov škrlup občutljivo 

sorto 'Zlati delišes', s čimer smo želeli preveriti ali je odziv pri različno 

odpornih/občutljivih sortah na jablanov škrlup enak. Odziv na mehansko poškodbo smo 

spremljali od 1. do 15. dneva po mehanski poškodbi. 

 

Poškodovani listi sorte 'Zlati delišes' so kazali statistično večjo vsebnost klorogenske 

kisline kot pa nepoškodovani listi prvi, tretji in peti dan po poškodbi. Pri sorti 'Florina' smo 

v poškodovanih listih večjo vsebnost klorogenske kisline zaznali v vseh analiziranih 

terminih. Predstavnikom iz skupine dihidrohalkonov pripisujejo, da lahko delujejo kot UV 

filtri listov (Treutter, 2006) ali da so vključeni v mehanizem odpornosti na patogena 

(Picinelli in sod., 1995; Pontais in sod., 2008). Rezultati pri sorti 'Zlati delišes' so pokazali 

višjo vsebnost floridzina pri poškodovanem listu le v prvem terminu vzorčenja, medtem ko 

kasneje razlik med poškodovanim in nepoškodovanim listom nismo več zabeležili. Pri 

odporni sorti značilnih razlik med poškodovanim in nepoškodovanim listom ni bilo. Iz 

pridobljenih rezultatov lahko zaključimo, da na količino spojin iz skupine dihidrohalkonov 

ne vpliva le mehanska poškodba, ampak se skupina dihidrohalkonov najverjetneje odzove 

tudi na druge oblike stresa. Skupina flavan 3-olov je prva skupina, kjer smo zaznali razliko 

v koncentraciji fenolnih snovi med preučevanima sortama. Pri sorti 'Zlati delišes' smo 

večjo vsebnost epikatehina ugotovili 1. in 15. dan po mehanski poškodbi, podoben trend pa 

smo ugotovili tudi pri sorti 'Florina'. Odziv na mehansko poškodbo smo zaznali pri 

spremljanju procianida B2, kjer je prvi dan po mehanski poškodbi prišlo do povečane 

koncentracije pri obeh sortah. Povečanje je bilo pri sorti 'Florina' značilno skozi vso 

opazovano dobo, medtem ko pri sorti 'Zlati delišes' razlike v kasnejših terminih vzorčenja 

niso bile več značilne. O podobnem odzivu epikatehina in procianidin dimerov v svoji 

raziskavi poročajo tudi Andreotti in sod. (2006), ki so vpliv mehanske poškodbe na tvorbo 

fenolnih spojin preučevali v hruškovih listih. Prav tako je že Feucht (1994) pokazal, da 

mehanske poškodbe izzovejo akumulacijo oligomernih procianidinov, saj služijo kot 

bariera v okolici poškodovanega tkiva. Pri flavonolih, v kateri smo določili kvercetin-3-O-

galaktozid, kvercetin-3-O-glukozid in kvercetin-3-O-ramnozid, je bila njihova vsebnost 

večja kot v nepoškodovanih listih, vendar pa razlika ni bila statistično značilna. Pri sorti 

'Zlati delišes' pa je prihajalo do celo statistično značilno večjih vsebnosti v določenih 

terminih pri nepoškodovanih listih pri posameznih kvercetinih. Tako so flavonoli skupina, 

pri kateri na podlagi naših rezultatov zelo težko ocenimo, ali ima mehanska poškodba vpliv 

na povečanje njihove koncentracije. Kakorkoli, nekateri avtorji že poročajo, da okužba s 

patogenom izzove višjo vsebnost kvercetinov v poškodovanem tkivu, saj se flavonoli 

začno sintetizirati v rastlini kot odgovor na okužbo s patogenom (Dixion in Paiva, 1995). 

 

Po poročanju Perveena in sod. (2001) naj bi mehanska poškodba listov bombaževca 

izzvala zmanjšanje vsebnosti skupnih fenolnih snovi, medtem ko Mikulič-Petkovšek in 

sod. (2008) poročajo o naraščanju skupnih fenolov pri jablani po okužbi z jablanovim 

škrlupom. V naši raziskavi je pri sorti 'Zlati delišes' v poškodovanih listih prišlo do 

povečanja skupnih fenolov v večini terminov vzorčenja, medtem ko smo pri sorti 'Florina' 

povečanje v poškodovanih listih zaznali le 10. in 15. dan po poškodbi. 
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Opravljene raziskave interakcije med jablano in jablanovim škrlupom bodo prispevale k 

poznavanju mehanizmov odpornosti in biokemijskih odzivov na okužbo. Vključevanje 

analize sekundarnih metabolitov-fenolov in natančno poznavanje sintezne poti bo koristilo 

nadaljnjim raziskavam s področja sekundarnega metabolizma sadnih rastlin. Dobljeni 

bazični rezultati pa bodo vplivali na razvoj stroke oziroma znanosti na tem področju. 

 

3.2 SKLEPI 

 

Na podlagi opravljenih poskusov lahko podamo sledeče zaključke: 

 

- Okužba z glivo V. inaequalis povzroči spremembe v aktivnosti encimov 

fenilpropanoidne poti, kar se posledično kaže tudi v količini določenih fenolnih 

snovi. 

 

- Encimska aktivnost se po okužbi poveča pri vseh analiziranih encimih, izjema je le 

encim D2'GT, ki ima večjo aktivnost v zdravem tkivu. To lahko nakazuje, da so 

fenolne snovi brez vezanega sladkorja del obrambnega mehanizma rastline, saj 

delujejo kot aktivne molekule. 

 

- V raziskavi, kjer smo spremljali spremembe v aktivnosti encimov fenilpropanoidne 

poti in vsebnosti fenolnih snovi med rastno dobo, lahko zaključimo, da nismo 

zaznali razlik med na jablanov škrlup občutljivo in odporno sorto v preučevanih 

parametrih. 

 

- Akumulacija fenolnih snovi je največja v zgodnjih fazah razvoja ploda, vendar ni 

zadostna, da bi zaustavila nadaljnje širjenje bolezni. 

 

- Ekološko pridelani plodovi vsebujejo večjo vsebnost analiziranih sekundarnih 

metabolitov kot plodovi iz IP. Razlog za večjo vsebnost fenolov lahko razlagamo z 

večjim stresom (večji pritisk bolezni in škodljivcev, pomanjkanje rastlinskih 

hranil), ki so mu izpostavljene rastline iz ekološke pridelave. Odziv na vse te 

dejavnike pa se kaže v povečani sintezi fenolnih snovi, ki delujejo kot obrambne 

snovi v rastlini. 

 

- NaBK in KBK uspešno zmanjšata okužbo listov in plodov z glivo V. inaequalis. 

Vitalnost listov je nujno potrebna za normalni razvoj plodov in cvetnega nastavka 

za prihodnjo rastno sezono. Merjeni parametri kakovosti ploda so pokazali 

primerljive rezultate v primerjavi s fungicidnim obravnavanjem. S tema dvema 

pripravkoma okolja ne obremenjujemo v tolikšni meri kot z nekaterimi drugimi 

sredstvi za varstvo pred jablanovim škrlupom. 

 

- Vsebnost fenolnih snovi v plodovih tretiranih s NaBK oz. KBK je bila manjša kot 

pri kontroli, kar nakazuje da uporaba 1-% raztopine NaBK oz. KBK zmanjša stres, 

ki mu je rastlina izpostavljena na račun okuženosti z glivo V. inaequalis. 
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- Mehanska poškodba listov je povzročila večjo akumulacijo določenih fenolnih 

snovi. Če primerjamo ta odziv z odzivom na okužbo z glivo V. inaequalis lahko 

ugotovimo, da se odziva na ta dva stresna dejavnika (mehanska poškodba/gliva) 

razlikujeta. To lahko nakazuje na specifičnost odziva rastline na različne vrste 

stresa. 

 

Z raziskavami smo osvetlili do sedaj še neraziskane odzive jablane prek aktivnosti 

encimov fenilpropanoidne poti na okužbo z glivo V. inaequalis. Pridobljeno znanje bo v 

prihodnje služilo kot osnova za nadaljnje študije. Pomembno bo preučiti posamezne snovi, 

ki so produkt fenilpropanoidne poti in najti možne vzorce odgovorov na posamezne vrste 

stresa. V prihodnje bo pomembno, da bomo znanje o sintezi fenolnih snovi kot obrambnih 

snoveh poskusili prenesti v prakso in rastline stimulirati, da se na spremembe v okolju 

odzovejo s povečano sintezo le teh. 

 

Trenutni trend uporabe okolju prijaznih pripravkov narekuje vse večjo osveščenost kupcev 

o možnosti okolju prijaznejših načinov pridelave. Prav to nas je vodilo do temeljitih 

raziskav o vplivu uporabe NaBK in KBK kot dveh »okolju prijaznih« sredstev za zatiranje 

jablanovega škrlupa. S pomočjo poljskih poskusov smo pridobili rezultate, ki kažejo, da ti 

dve sredstvi zmanjšujeta okužbo z jablanovim škrlupom. Prav tako pa pozitivno vplivata 

tudi na nekatere ostale parametri kakovosti jabolk. 
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4 POVZETEK (SUMMARY) 

 

4.1 POVZETEK 

 

V štirih ločenih poskusih, zastavljenih v več rastnih sezonah, smo poskusili pojasniti del 

odprtih vprašanj o biokemijskih procesih obrambe rastline, ki nastane ob interakciji s 

patogenom. Poskusi so bili zasnovani tako, da smo z dobljenimi rezultati nadgradili 

nekatera že poznana dejstva predhodnih raziskav. Osredotočili smo se predvsem na 

aktivnost nekaterih encimov fenilpropanoidne poti, ki vplivajo na sintezo in vsebnost 

fenolnih snovi, ki do sedaj še niso bili podrobneje raziskani. 

 

Do sedaj je veljalo, da odporne sorte vsebujejo večje količine fenolnih snovi, njihovo večjo 

vsebnost pa so povezovali z večjo odpornostjo proti boleznim. Naše študije značilnih razlik 

v aktivnosti encimov fenilpropanoidne poti med odpornimi in občutljivimi sortami sicer 

niso dokazale, so pa ovrednotile pomembne razlike tako v aktivnosti encimov kot tudi v 

vsebnosti fenolnih snovi med tkivi, ki so različno oddaljeni od mesta okužbe s patogenom. 

Najbolj aktivni so bili encimi v pegi, njihova aktivnost pa je upadala z oddaljevanjem od 

mesta okužbe. Edini encim, ki je odstopal, je bil encim D2'GT, katerega aktivnost je z 

oddaljevanjem od mesta okužbe naraščala. To lahko pojasnimo z dejstvom, da so produkti 

tega encima neposredno vključeni v obrambo proti glivi V. inaequalis, saj smo aktivnost 

tega encima povezali s povišano vsebnostjo floridzina v preučevanih tkivih. 

 

Tekom rastne dobe je prihajalo do sprememb v aktivnosti encimov in posledično tudi 

vsebnosti fenolnih snovi. V začetni fazi okužbe z jablanovim škrlupom (na začetku sezone) 

je bila akumulacija fenolnih snovi povečana, medtem ko je bila naraščajoča encimska 

aktivnost zaznana tudi v poznih fazah razvoja ploda. 

 

Začetne raziskave so potrdile dejstvo, da okužba s patogenom spremeni aktivnost encimov 

fenilpropanoidne poti. Ugotovili smo, da na vsebnost fenolnih snovi v tkivu ne vpliva le 

okužba s patogenom, ampak tudi številni drugi dejavniki, med katerimi smo natančneje 

preučili način pridelave. Določitev številnih fenolov je pokazala, da so imeli listi iz 

organske pridelave 10-20 % višjo vsebnost skupnih fenolov v primerjavi z listi iz IP. Prav 

tako so plodovi organske pridelave vsebovali večjo vsebnost skupnih fenolov kot plodovi, 

pridelani na integriran način. 

 

Ker vemo, da način pridelave vpliva na vsebnost fenolnih snovi, smo se odločili, da 

preverimo, kako na vsebnost primarnih in sekundarnih metabolitov vplivata NaBK in 

KBK. Znano je namreč, da ti dve snovi zmanjšujeta okužbo z glivo V. inaequalis, ni pa še 

bil preučen njun morebiten vpliv na vsebnost sekundarnih metabolitov v rastlinskih tkivih. 

Oba pripravka sta se izkazala kot uspešni sredstvi za zmanjšanje okužbe z jablanovim 

škrlupom. Parametri kakovosti ploda so bili primerljivi s tistimi, kjer smo bolezen nadzirali 

po navodilih za IP. Prav tako je bila primerljiva tudi vsebnost primarnih in sekundarnih 

metabolitov. Poleg vpliva na višjo vsebnost antocianov v kožici ploda, je KBK tekom 

rastne sezone deloval tudi kot foliarno gnojilo. 

 

Fenolne snovi se ne sintetizirajo samo po okužbi s patogenom, temveč njihovo sintezo 

izzovejo tudi drugi dejavniki v okolju. Zanimalo nas je, ali je odziv na patogena različen v 
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primerjavi z odzivom rastline na mehansko poškodbo. Ker pri okužbi patogen tkivo 

poškoduje, smo v enem izmed poskusov analizirali, kako se rastlina odzove na okužbo s 

patogenom in kako le na mehansko poškodbo. Rezultati so pokazali, da je odziv rastline na 

mehansko poškodbo drugačen, kot tisti ki ga dobimo pri odzivu na okužbo s patogenom, 

kar nakazuje na specifičnost posameznih skupin (v preučevanem primeru dihidrohalkonov) 

pri obrambi rastline ob okužbi z glivo V. inaequalis. 

 

4.2 SUMMARY 

 

In four separate experiments set in several growing seasons we strived to answer some 

questions regarding plant’s biochemical defence process induced by the pathogen 

infection. The experimental results supplemented the known facts reported by previous 

research studies. We mainly investigated the activity of selected enzymes of the 

phenylpropanoid pathway, which affect the synthesis and content levels of specific 

phenolic compounds. These have not been investigated in this aspect to the present day. 

 

Previous reports show that resistant cultivars contain higher levels of phenolic compounds 

compared to susceptible cultivars. The increased content of phenolics has frequently been 

linked with the resistance. However, the results of our study did not confirm significant 

differences in enzyme activities between resistant and susceptible cultivars. Tissue analysis 

revealed that enzyme activity and phenolic content depend on the location on the fruit. 

Enzyme activity was highest in the spot and decreased with the distance from the infection 

site. The only exception was the G2’GT enzyme. Its activity was lowest in the spot and 

increased with the distance from the infection site. This could be linked with the 

importance of the synthesized product in defence mechanism against V. inaequalis 

infection. Higher enzyme activity of D2'GT was namely correlated with higher content of 

phloridzin in investigated tissue. 

 
Enzyme activity and consequently phenolic content also differs through the growing 

season. At the onset of the infection with apple scab (beginning of the growing season) 

high content levels of phenolic compounds have been observed. On the other hand, 

enzyme activity was also increased in the end of the growing season. 

 

Initial studies have demonstrated that pathogen infection alters the activity of PAL 

enzymes. We determined that the content of phenolic compounds in plant tissue is 

influenced not only by the pathogen infection but many other factors, among which we 

specifically studied the production technology. Identification of individual and total 

phenolic compounds revealed that leaves of trees managed according to organic production 

contained 10-20% higher levels of phenolics compared with those of integrated production. 

Also, organically grown fruit contained higher levels of total phenolics in comparison to 

integrated fruit. 

 

It is known that production system influences to content of phenolic compounds, which are 

strong antioxidants. Those facts lead us to investigate the influence of sodium and 

potassium bicarbonate application on the content of selected primary and secondary 

metabolites. These compounds namely successfully decrease the occurrence of apple scab 

infection, which was also confirmed in our study. The fruit quality parameters were 
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comparable with fruit grown according to integrated pest management guidelines. Also, 

the content of primary and secondary metabolites was similar in fruit treated with sodium 

and potassium bicarbonate and fruit from integrated production. Potassium bicarbonate 

also caused higher accumulation of anthocyanidins and acted as a foliar fertilizer. 

 

Phenolic compounds are synthesized not only as a result of pathogen infection, but their 

synthesis can be induced by other environmental factors. The aim of our research was to 

investigate whether the phenolic response to the pathogen infection differs in comparison 

with the response to mechanical damage. Namely, the pathogen can only successfully enter 

the plant cells if it causes mechanical damage to surface tissue. The results indicate that the 

accumulation of phenolic compounds is indeed different between artificially induced 

mechanical injury and pathogen infection. This demonstrates that individual groups of 

phenolic compounds (in the investigated plant-pathogen reaction it was the group of 

dihydrochalcones) are specific for defence mechanisms against V. inaequalis infection. 
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PRILOGA B 

Dovoljenje revije za 2 znanstveni članek 
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Dovoljenje revije za 3 znanstveni članek 
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Dovoljenje revije za 4 znanstveni članek 
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PRILOGA E 

Dovoljenje revije za 5 znanstveni članek 
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PRILOGA F 
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