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Verticilijska uvelost hmelja predstavlja pomembno in predvsem nevarno bolezen,
saj povzroca veliko Skodo v nasadih, kjer se pojavi. Bolezen povzrocata talni
glivi Verticillium albo-atrum Reinke & Barthold in Verticillium dahliae Kleb. V
nalogi smo proucevali vlogo fenolnih snovi pri mehanizmih odpornosti na
hmeljevo uvelost ter vpliv fenolov na rast izolatov V. albo-atrum. Prvi del
raziskave je obsegal analizo fenolnih snovi v odpornih in obéutljivih sortah. Med
sortami nismo ugotovili povezave med odpornostjo in vsebnostjo fenolov, razen
pri sorti 'Wye Target'. Vsebnost fenolnih snovi je bila visja v koreninah kot v
steblih, ta razlika je bolj opazna na zacetku rastne sezone, kasneje pa manj.
Vsebnost fenolnih spojin skozi sezono rasti naras¢a v rastlinah. Sorta z najvisjo
vrednostjo fenolnih spojin je v splosnem Vv najbolj odpornem kultivarju hmelja.
Analizirali smo tudi skupne fenole v okuZenih in neokuZenih rastlinah odpornih
in neodpornih sort. Vrednosti so vi§je v neokuzenih vzorcih in visje v koreninah
kot v steblih. Nadalje smo v vzorcih okuzenih in neokuzenih rastlin s HPLC
metodo analizirali posamezne fenolne snovi. Tirozola v steblih nismo zaznali,
podobno tudi ne katehina, katerega visja vsebnost je v koreninah. p-kumarna
kislina ni bila prisotna v koreninah, v steblih pa le minimalna vsebnost. Tudi rutin
je pokazal zelo nizke vrednosti v vseh vzorcih. V zadnjem delu raziskave smo z
mikrobioloskimi analizami izbranih fenolnih snovi ugotovili najvisji inhibitorni
ucinek p-kumarne kisline in tirozola. Pri analizi vpliva skupnih fenolov
ekstrahiranih iz odporne in obcutljive sorte Smo ugotovili, da je vpliv ekstraktov
obeh sort na blag patotip V. albo-atrum zelo podoben, u¢inkovitejsi pa so bili
ekstrakti iz stebel. Tudi pri letalnem izolatu je bil u¢inek ekstraktov obeh sort
podoben, ¢eprav tudi ekstrakti iz korenin kazejo zaviralen u¢inek na rast glive.
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AB Verticillium wilt of hop is an important disease, since it results in serious

damage in infected hop gardens. The disease is caused by the soil fungi
Verticillium albo-atrum Reinke & Barthold and Verticillium dahliae Kleb. We
studied whether phenolic compounds in hop have any role in the resistance
mechanism against fungus and whether a single phenolic compound can restrict
fungus growth. The first part of the study consisted of analysis of total
polyphenol content in infected and uninfected resistant and non-resistant
varieties. It was found that the polyphenol content is higher in roots than in
stems. This difference is more noticeable at the beginning of the growing
season and less so in later months. The amount of polyphenols also increases in
plants through the growing season. The highest amount of polyphenols was
found in the resistant cultivar "Wye Target', and it was also higher in uninfected
samples. Analysis of individual polyphenolic components by HPLC showed
that tyrosol and catechin were not detected in stems, although the latter showed
a high concentration in the roots. p-coumaric acid was not present in the roots
and showed minimum concentrations in the stems. Rutine had very low values
in all samples. The second part of the study included microbiological analysis
of the fungal growth of mild and lethal isolates of V. albo-atrum on medium
with selected polyphenolic compounds and with extracts of total polyphenols
from resistant and susceptible cultivars. The highest inhibition of fungal growth
was shown by p-coumaric acid and tyrosol. The effects of extracts of total
polyphenols from resistant and susceptible hops on the growth of mild and
lethal isolates were very similar.



Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti. V
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

KAZALO VSEBINE
KLJUCNA DOKUMENTACIISKA INFORMACITA .......coooviviereieieiereeiee e, Il
KEY WORDS DOCUMENTATION ...ttt v
KAZALO PREGLEDNIC ...ttt VI
KIAZALOD SLIK ..ottt bbbt b e bbbt IX
KAZALO PRILOG ..o X
OKRAJ SAVVE IN SIMBOLL ...ttt Xl
SLOVARCEK ..ottt Xl
L UVOD ..o bbbt bbb 1
2 PREGLED OBUJAYV ...ttt ettt sttt 3
2.1 HMELJ (HUMUIUS TUPUIUS L) oot 3
2.1.1 Botanicni opis hmelja................coooiiiiiiii 3
2.1.2 Pridelava NMElJa.......ccooiiiiiiiiiiie e 3
2.2 ROD VERTICILLIUM ...ttt 4
2.2.1 Taksonomija in NOMENKIATUIa ..........ccooviiiiiiiiiiieeee e, 4
2.2.2 Morfologija V. albo-atrum in V. dahli@e ...........cccooviiiiiiiiee, 4
2.2.3 Verticilijska uvelost NMElJa ........cccooviiiiiiiicc e 4
2.3 MEHANIZMI ODPORNOSTI NA GLIVE 1Z RODU VERTICILLIUM................... 6
2.3.1 Ve gNi OUPOFNOSTE .....eeuiiiiiiiiiiesii et 7
2.4 PROTIGLIVNA KEMIJSKA ODPORNOST V NEKATERIH RASTLINAH ......... 7
2.4.1 Hmelj (Humulus TUPUIUS L.) ..o 7
2.4.2 BombazZ (GOSSYPIUM SPP.) «euverveteriiaieriieieeiensestesiestesiessesseeeesse s s sne e ssesseeeennens 8
2.4.3 Lucerna (Medicago SAtiVa L.).......ccciueiieiieiicic et 8
2.4.4 Paradiznik (Solanum IycopersiCum L.) ........ccccooiiiininiiiiie e, 8
2.4.5 Jajcevec (Solanum melongena L.) ..., 9
2.4.6 Kakavovec (Theobroma cacao L.) .......ccccceevieiiiicie e 9
2.4.7 Oljka (Olea eUropaga L.) ......cccccoueiieiieiie e 9
2.5 VLOGA IN ZNACILNOSTI FENOLNTH SPOJIN ......cccovoviiiveiiereseseseeesissenenas 10
2.5.1 Fenol oKksidirajoci encimi..............ccoooiiiiiiiiiiiiiii e 11
2.5.2 Najpomembnejse fenolne spojine in njihove znacilnosti .............................. 11
2.5.2.1 Katehin (CAteChiN).......ccoiiiiiiiiiee e 11
2.5.2.2 KVErcetin (QUEICELINY ......ccviiieeiie ettt 11
2.5.2.3 p-kumarna kislina (p-coumaric acid).........cccccvvviveeiiieenie e 12
2.5.2.4 RUEIN (FULIN) 1.teitiitiieee ettt bbbt 12
2.5.2.5 TIr0ZOl (EYr0OSOI)...ceivieieie et 12

2.5.2.6 Luteolin (IULEONIN) ......ccviiie e s 13



Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti. VI
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

2.5.2.7 Oleuropein (OIEUIOPEIN) ......civiiieiieie et 13
3MATERIAL IN METODE DELA ... ..o 14
3.1 RASTLINSKI MATERIAL ..ottt 14
3.1.1 Vzorcenje sort hmelja z razli¢no izraZeno odpornostjo na hmeljevo uvelost
za dolocanje skupnih fenolov...............cccoooiiiiiiii s 14
3.1.2 Vzorcenje z V. albo-atrum okuZenih in neokuZenih rastlin hmelja za
doloc¢anje skupnih fenolov .................ccccoiiiiiiii 15
3.2 ANALIZE FENOLNIH SNOV L. ..coiiiiiiiiiiieere s 15
3.2.1 Susenje vzorcev in doloc¢anje vsebnosti vlage .............cccccooeiveviiiicniccen, 15
3.2.1.1 Dolocanje vSebnosti VIAZE ........c.ovveiiiiiiiieiiiiieeseee e 15
3.2.1.2 SuSenje vzorcev za kemijske in mikrobioloSke analize............c...cccciriinnnn 15
3.2.2 Ekstrakcija skupnih fenolov iz rastlin in njihovo dolo¢anje s
SPEKEIOMETIOM ...ttt 15
3.2.2.1 Ekstrakcija skupnih fenolov in priprava VZOrCeVv ..........ccccccevvevveeeenieaieesnnnn 16
3.2.2.2 Spektrofotometricno merjenje skupnih fenolov ..........c.cccovvviiiiiiiiiiiiinn, 16
3.2.3 Dolocanje fenolnih snovi s HPLC ...............ccooooiiiiiiiiiiee e 17
3.2.3.1 Ekstrakcija fenolnin SNOVI ........cccccvviiiiiiiciiccc e 17
3.2.3.2 Priprava kolone in abSOrpCija VZOICa. ........ccvvvrieieiieiiesie e 18
3.2.3.3 CiSEeNnje Na FOtAVAPOITU ...cvvvvereererrereeseeserseeeeesseseessasesseessesessessessenseresrseseanes 18
3.2.3. 4 HPLC @NAHIZA........coviviiiiiciiiiicice 19
3.2.4 Ekstrakcija skupnih fenolov za mikrobioloske analize................................. 19
3.2.4.1 Priprava vzorcev in CiS€enje Na rotavaporjU.........ccerveerreerresreesneenreesnesnes 19
3.3 MIKROBIOLOSKE ANALIZE .........ceoiiiiueieeieeresseeiesiesiesiessesesee s 20
3.3.1 Testiranje vpliva posameznih fenolnih substanc na rast glive V. albo-atrum
..................................................................................................................................... 20
3.3.1.1 Preizkus toksiCnosti metanola ............ccooovveiieiiiiiiiiieeie e 20
3.3.1.2 Priprava gojiSca in fenolnih SNOVI .......ccccovviiiiiiiiiii 20
3.3.1.3 Postavitev in spremljanje POSKUSA............coviiiriiieiiieie e, 21
3.3.2 Testiranje vpliva skupnih fenolov ekstrahiranih iz odporne in neodporne
sorte hmelja na rast glive V. albo-atrum ..., 21
3.3.2.1 Priprava ekstrakta fenolnih Spojin...........cccccoviiiiii i 21
3.3.2.2 Priprava GOJISCa ....ocuveviiiiiiieiiiiie et 22
3.3.2.3 Postavitev in spremljanje POSKUSA..........c.coviiirinieiineie e, 22
3.4 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV .....oovuveiiiicicieeeeeeeesee e ves e 22
A REZULTATL .ottt 23

4.1 ANALIZA FENOLNIH SNOVI V ODPORNIH IN NEODPORNIH SORTAH .... 23
A4.1.3 ANAIZA V IBTU 2000, ... ettt eeeeeeeens 23



Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.  \/|]|
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

4.1.2 ANAlIZa V IETU 2011, ..cc.iiiiiiieie e 26
4.2 ANALIZA DOLOCANJA FENOLNIH SNOVI V OKUZENIH IN NEOKUZENIH
RASTLINAH Lottt e et e re e 30
4.2.1 ANaliza V 1ETU 2010.......ccuiiiieieiieiieseeeeie e 31
4.2.2 ANAHZA V IETU 201 1.....ccoeiiieieie et 32
4.3 DOLOCANJE FENOLNIH SNOVI S HPLC ......oosviiiisecieetseeseeeeeess e, 33
4.4 MIKROBIOLOSKE ANALIZE ........ooviiiitiiieieesteees e eses s, 34
4.4.1 Testiranje vpliva posameznih fenolnih substanc na rast glive V. albo-atrum
..................................................................................................................................... 34
4.4.1.1 Meritve rasti 1Z0lata REC........cccccveieiieiiie e 34
4.4.1.2 Meritve rasti 1Z01ata T2 .......ccoveiieieiierie e 36
4.4.2 Testiranje vpliva skupnih fenolov na rast glive V. albo-atrum..................... 38
4.4.2.1 Meritve rasti 1Z0lata REC........cccccveiiiieiiie e 38
4.4.2.2 Meritve rasti 1Z01ata T2 .....c.occveiieeiieieee e 40
5 RAZPRAVA IN SKLEP ..ottt 42
D. L RAZPRAVA . e 42
5.1.1 Analiza skupnih fenolov v odpornih in neodpornih sortah......................... 42
5.1.2 Analiza skupnih fenolov v okuZenih in neokuzenih rastlinah ..................... 42
5.1.3 Dolocanje fenolnih snoVi S HPLC ... 43
5.1.4 MikrobioloSke analize ..................ccccooiiiiiii i 44
5.1.4.1 Testiranje vpliva posameznih fenolnih substanc na rast glive V. albo-atrum
................................................................................................................................. 44
5.1.4.2 Testiranje vpliva skupnih fenolov na rast glive V. albo-atrum ................... 44
5.2 SKILEP ..ottt e e rae e aaaa e 45
B POV ZETEK ... .ottt e e e e e e e e e e e e nae e e e naeeanneas 46
T VIR oottt ettt s et b e st et et bt et et e b bt ne et 48

ZAHVALA



Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.  \/]||
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica 1: Seznam vzorcenih sort v letih 2010 in 2011 ter stopnja

odpornosti/obcutljivosti sort na hmeljevo uvelost...........ccoviiiiiiiiiiiiii e 14
Preglednica 2: Povprecna vsebnost fenolnih snovi zdruzenih vzorcev (g/kg). ........ccovvnneee. 19
Preglednica 3: Potrebne koli¢ine fenolne snovi (mg), metanola (ml) in destilirane vode

(ml) za posamezno koncentracijo fenoINe SNOVI. ......ccccvevviiieiieie i 21
Preglednica 4: Volumen dodanih ekstraktov (ml) in gojis¢a (ml)........cccooveriiieninninenennnne. 22
Preglednica 5: Vsebnost skupnih fenolov (g/kg = SD) v suhi snovi vzorcev korenin, stebel
1N StOrZKOV V 18TU 2010, .oiiiiiiii ittt e e et e e e et e e e e s ab e e e e e snbraeeeann 23
Preglednica 6: Vsebnost skupnih fenolov (g/kg) v suhi snovi vzorcev korenin v letu 2011.
............................................................................................................................................. 27

Preglednica 7: Vsebnost skupnih fenolov (g/kg) v suhi snovi vzorcev stebel v letu 2011. 28
Preglednica 8: Vsebnost skupnih fenolov (g/kg) v suhi snovi stebel in korenin okuzenih in

KONtrolNih VZOICEV V IBTU 2010, ... .eeeeee oot e e e e e e e e e e e e e 31
Preglednica 9: Vsebnost skupnih fenolov (g/kg) v suhi snovi stebel in korenin okuzenih in
KONErolNi VZOICEV V IBEU 2011, ...t e e e e e e e e e e e e e 32

Preglednica 10: Vsebnost fneolnih snovi (mg/l £ SD) v vzorcih hmelja (K — korenine, S —
stebla) in vsota posameznih fenolnih snovi, izmerjenih pri treh valovnih dolzinah (280,

320, 370 MM, ettt ettt e s s et e e et e ae st e et e et e e Re e st e n e e e et e nreereateeneeneennenes 33
Preglednica 11: Povprecni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat Rec, na
g0ji8¢u s posameznimi fenolNIMi SNOVIMILL ....ccueiiviiiieiiieiie e 34
Preglednica 12: Povpre¢ni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat T2, na
20ji8¢u s posameznimi fenolNIMIi SNOVIMILL ....ccueiiviiiieiiieiie it 36
Preglednica 13: Povpre¢ni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat Rec, na
€0J1SCU S SKUPNTMIT TENONI. ..o s 38

Preglednica 14: Povpre¢ni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat T2, na
€0J1SCU S SKUPNTMIT TENONI. .. e 40



Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti. IX
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

KAZALO SLIK
Slika 1: Vsebnost skupnih fenolov (g/kg + SD) v suhi snovi korenin v letu 2010. ............ 24
Slika 2: Vsebnost skupnih fenolov (g/kg + SD) v suhi snovi stebel v letu 2010. ............... 24
Slika 3: Korelacija med vsebnostjo fenolnih spojin v steblih in koreninah (g/kg) v letu
2000, 1ttt ettt Re Rt Rt e Rt et e benrenreeEeeEeeneereeneeneens 25
Slika 4: Vsebnost skupnih fenolov v suhi snovi storzkov sort 'Wye Target' in 'Celeia’ (g/kg
£ SD) VIEU 2010, ... ieieie ettt et bt re e e e 26
Slika 5: Vsebnost skupnih fenolov v suhi snovi korenin v letu 2011..........c.cccoeveieiieennene, 27
Slika 6: Vsebnost skupnih fenolov v suhi snovi stebel v letu 2011. ..........cccoooveviiieiiennene. 29
Slika 7: Korelacija med vsebnostjo fenolnih snovi v steblih in koreninah (g/kg) v letu
0 OSSR 30
Slika 8: Vsebnost skupnih fenolov v suhi snovi korenin (K) in stebel (S) okuzenih in
kontrolnih VZorcev v 18tU 2010, .......c.ooiiiieieeieseee et 31
Slika 9: Vsebnost skupnih fenolov v suhi snovi korenin in stebel okuzenih in kontrolnih
VZOICEV V IBTU 201 L. .ottt sttt ettt e et e nreeneeneesneenneeneennees 32
Slika 10: Povpre¢ni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat Rec, pri razli¢ni
vsebnosti posameznih fenolnin SPOJIN. ......ccviiiiiiiie e 35
Slika 11: Rast izolata Rec glive V. albo-atrum na gojis¢u s fenolno snovjo p-kumarna
QES] 1] - SRR 35
Slika 12: Povpre¢ni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat T2, pri razli¢ni
vsebnosti posameznih fenoININ SNOVI. ........cviiiiiiiiiiee e 37
Slika 13: Stimulacija tvorbe trajnega micelija pri izolatu T2 glive V. albo-atrum pri
vsebnosti kverceting 1500 MG/l ... 37
Slika 14: Povpreéni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat Rec, na gojiscu s
skupnimi fenoli, izoliranimi iz KOFeNin SOIt. ........cceoviieiieiieie e 39
Slika 15: Povpreéni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat Rec, na gojiscu s
skupnimi fenoli, izoliranimi iz SteDEl SOIt. .......eviveice e 39
Slika 16: Povpre¢ni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat T2, na gojiscu s
skupnimi fenoli, izoliranimi iz KOFeNin SOIt. ........cceoviieiieiiee e 41

Slika 17: Povpre¢ni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat T2, na gojiscu s
skupnimi fenoli, izoliranimi iz SteDEl SOIt. .......vovveiee e 41



Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

X

KAZALO PRILOG

PRILOGA A: Absorbanca (A), delez vlage (W) in vsebnost skupnih fenolov v suhi snovi
vzorcev

PRILOGA A1: Korenine, leto 2010

PRILOGA A2: Stebla, leto 2010

PRILOGA A3: Korenine, leto 2011

PRILOGA A4: Stebla, leto 2011

PRILOGA B: Absorbanca, delez vlage in vsebnost skupnih fenolov v suhi snovi vzorcev
stebel in korenin okuzenih in kontrolnih vzorcev

PRILOGA B1: Leto 2010

PRILOGA B2: Leto 2011

PRILOGA C: Meritve povpreéne rasti glive V. albo-atrum (izolat Rec) po 7 in 14 dneh
PRILOGA C1: Gojisce s fenolom kvercetinom
PRILOGA C2: Gojisce s fenolom rutinom
PRILOGA C3: Gojisce s fenolom p-kumarno kislino
PRILOGA C4: Gojisce s fenolom luteolinom
PRILOGA C5: Gojisce s fenolom tirozolom
PRILOGA C6: Gojisce s fenolom katehinom

PRILOGA D: Meritve povpreéne rasti glive V. albo-atrum (izolat T2) po 7 in 14 dneh
PRILOGA D1: Gojisce s fenolom kvercetinom
PRILOGA D2: Gojisc€e s fenolom rutinom
PRILOGA D3: Gojisce s fenolom p-kumarno kislino
PRILOGA D4: Gojisce s fenolom luteolinom
PRILOGA D5: Gojisce s fenolom tirozolom
PRILOGA D6: Gojisc€e s fenolom katehinom

PRILOGA E: Meritve povprecne rasti glive V. albo-atrum (izolat Rec) po 7 in 14 dneh
PRILOGA E1: Gojisce s kontrolno spojino
PRILOGA E2: Gojisce s skupnimi fenoli izoliranimi iz korenin sorte 'Celeia’
PRILOGA E3: Gojisc¢e s skupnimi fenoli izoliranimi iz stebel sorte 'Celeia’
PRILOGA E4: Gojisce s skupnimi fenoli izoliranimi iz korenin sorte "'Wye Target'
PRILOGA E5: Gojisc¢e s skupnimi fenoli izoliranimi iz stebel sorte 'Wye Target'

PRILOGA F: Meritve povpreéne rasti glive V. albo-atrum (izolat T2) po 7 in 14 dneh
PRILOGA F1: Gojisce s kontrolno spojino
PRILOGA F2: Gojisce s skupnimi fenoli izoliranimi iz korenin sorte 'Celeia’
PRILOGA F3: Gojisce s skupnimi fenoli izoliranimi iz stebel sorte 'Celeia’
PRILOGA F4: Gojisce s skupnimi fenoli izoliranimi iz korenin sorte 'Wye Target'
PRILOGA F5: Gojisce s skupnimi fenoli izoliranimi iz stebel sorte 'Wye Target'



Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti. Xl
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

BBCH

CMC
EDTA
HPLC
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Skala razvojnih faz gojenih rastlin (nem. Bundesanstalt,
Bundessortenamt und Chemische Industrie)
Karboksi-metil-celuloza natrijeva sol

Etilendiamintetraocetna kislina

Tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti (ang. High-performance
liquid chromatography)

Inhibicijski indeks 50

Institut za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije

Gojis¢e iz krompirjevega agarja (ang. Potatoe dextrose agar)
Blaga oblika hmeljeve uvelosti

Letalna oblika hmeljeve uvelosti

Izolat glive V. albo-atrum, ovrednoten kot patotip PG1, izoliran na
obmod¢ju Recice ob Savinji

Izolat glive V. albo-atrum, ovrednoten kot patotip PG2, izoliran na
obmod¢ju Tabora v Savinjski dolini
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Fitoaleksini

ICso

Kloroza

Konidij

Konidofor

Mikrosklerocij

Tiloza

Ve geni

Verticilijska uvelost
hmelja

SLOVARCEK

Fenolne snovi ali njihovi derivati v rastlinah, ki imajo
sorazmerno majhno molekulsko maso in delujejo antibioti¢no. V
rastlinah se sintetizirajo de novo in se hitro kopic¢ijo na podro¢jih
okuzbe patogena.

Vsebnost (mg/1) fenolne komponente, ki povzro¢i 50% inhibicijo
radialne rasti glive (mm).

Pojav rumenenja listov zaradi nezadostne tvorbe klorofila kot
posledica Stevilnih biotskih in abiotskih dejavnikov.

Nespolni, haploidni tros, znacilen za nekatere vrste gliv, zlasti
askomicete. Oblikuje se na vrhu konidiofora.

Trosonosec; tanka in dolga pokon¢na hifa, na kateri se razvijejo
konidiji.

Trajne strukture glive, viabilne tudi vec kot 10 let, ki nastajajo z
nabrekanjem in septiranjem hif, kar se stopnjuje v povecevanje
celic do sferi¢ne oblike in biosintezo melaninskih granul v
celi¢nih stenah.

Mehurc¢kom podobna struktura v votlini traheid ali Zil v lesu
drevesa, ki sestoji iz protoplazme sosednjih vstopajocih
parenhimskih celic. Nastopi kot odgovor na poskodbo ali kot
zaSCita pred razpadom.

Sekvenca v DNA, sestavljena iz dveh genov Vel in Ve2, ki
kodirata celi¢ne povrSinske receptorje in ima pomembno vlogo
pri odpornosti na glivo rodu Verticillium.

Bolezen hmelja, ki jo povzroc¢ata glivi Verticillium albo atrum in
V. dahliae. Posledica je susenje in propad rastlin.
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Rod Verticillium vkljucuje ve¢ rastlinskih patogenih gliv, ki se prenaSajo S prstjo in
povzrocajo bolezen verticilijska uvelost. Glivi Verticillium albo-atrum Reinke & Barthold
in Verticillium dahliae Kleb. sta visoko sorodni vrsti in predstavljata dva najpomembnejsa
patogena verticilijske uvelosti, ki lahko parazitirata ve¢ kot 400 vrst rastlin (Pegg in Brady,
2002). Obe vrsti se pojavljata v vseh pasovih zemeljske oble in okuzujeta Stevilne
rastlinske vrste ter tako povzrocata precej$njo gospodarsko Skodo. Znaki bolezni se med
vrstami razlikujejo, a se v vecini kazejo s suSenjem rastline, pojavom kloroz in nekroz ter
zastojem Vv rasti, pri prerezu stebel pa je vidno rjavo obarvanje zZilnega sistema (Fradin in
Thomma, 2006).

Glivi V. dahliae in V. albo-atrum se nahajata v zemlji in okuzita rastline preko
koreninskega sistema. Po prestopu koreninskega endoderma in vstopu v Zilni sistem
rastline za¢neta tvoriti konidije, ki se $irijo s transpiracijskim tokom po rastlini in kalijo
ujeti v zilne prepreke ter tako hitro kolonizirajo ksilemski sistem. Med kolonizacijo
izlo¢ajo S$tevilne hidrolitiéne encime, s pomocjo katerih pridobivajo potrebne hranilne
snovi iz rastline ter rastlini $kodijo (Pegg in Brady, 2002).

Glavna razlika med vrstama je v tvorbi trajnih organov. Pri V. albo-atrum so tipi¢no svetle
barve na zacetku, s staranjem pa potemnijo zaradi tvorbe melaniziranega trajnega micelija,
medtem ko V. dahliae tvori mikrosklerocije. Druga pomembna razlika je temperatura rasti
kultur: V. albo-atrum pri 30° C preneha rasti, medtem ko se V. dahliae pri tej temperaturi
neovirano razvija naprej (Pegg in Brady, 2002; Barbara in Clewes, 2003).

Rastlina v boju proti patogenom uporablja razlicne mehanizme obrambe, med Kkaterimi
imajo pomembno vlogo fenolne snovi, ki so zelo razsirjene v rastlinskem kraljestvu. Poleg
tega, da dajejo barvo in privabljajo oprasevalce, imajo znatno vlogo tudi pri obrambi
rastlin pred patogenimi organizmi (Lattanzio in sod., 2006).

Verticilijska uvelost je ena najpomembnejsih bolezni, ki se $iri med rastlinami hmelja in
drugimi kmetijsko pomembnimi kulturami, zato smo se v diplomskem delu osredotocili na
proucevanje vloge fenolnih snovi pri odpornosti hmelja na to bolezen. Z analizo vsebnosti
fenolnih spojin v razli¢nih sortah okuzenih in neokuZenih rastlin ter testiranjem vpliva
fenolnih spojin na rast glive smo ugotavljali povezavo med vsebnostjo fenolnih spojin
sintetiziranih v rastlini in odpornostjo sort na glivo V. albo-atrum.

Namen naloge:

- Dolocanje in primerjava vsebnosti skupnih fenolov med sortami glede na odpornost
na glivo V. albo-atrum.

- Dolocanje in primerjava vsebnosti skupnih fenolov med okuzenimi in neokuzenimi
rastlinami izbranih sort z razli¢no stopnjo odpornosti na glivo V. albo-atrum.

- Primerjava vsebnosti skupnih fenolov v koreninah in steblih analiziranih sort.

- Primerjava vsebnosti posameznih fenolnih snovi v vzorcih izbranih okuzenih in
neokuzenih sort, analiziranih s HPLC metodo.

- Primerjava ucinkovitosti industrijsko pridobljenih posameznih fenolnih snovi na
rast glive V. albo-atrum.
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- Primerjava ucinkovitosti skupnih fenolov ekstrahiranih iz visoko odporne sorte
'Wye Target' in obcutljive sorte 'Celeia’ na rast glive V. albo-atrum.

Hipoteze naloge so bile, da:

- bodo med razli¢no odpornimi sortami razlike v vsebnosti fenolnih snovi.

- bodo razlike v vsebnosti fenolov tudi med okuzenimi in neokuZenimi sortami.

- bodo prisotne razlike med vsebnostjo skupnih fenolov v koreninah in steblih
znotraj sorte in med sortami.

- bodo posamezne fenolne snovi pokazale dolo¢en ucinek na rast glive V. albo-
atrum.

- bodo skupni fenoli, izolirani iz izbranih sort, pokazali dolo¢en uc¢inek na rast glive
V. albo-atrum.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 HMELJ (Humulus lupulus L.)

2.1.1 Botanicni opis hmelja

Hmelj je dvodomna trajnica, z zivljenjsko dobo 10-20 let, ki se ovija okoli opore v smeri
urinega kazalca. Gospodarsko pomembna je le Zenska rastlina. Tvori nadzemne dele, ki so
enoletni in se pri¢nejo razvijati spomladi iz trajne podzemne korenike. Korenika omogoca
izras¢anje vlaknastim koreninam v zgornjih plasteh zemlje, vertikalne korenine pa segajo
do globine okoli 150 cm. Rastlina lahko doseze visino do 9 m ter se goji ob opori na
obdelovalnih povrSinah hmeljis¢. Srcasti listi se razvijejo na vsakem nodiju in imajo
nazobcan listni rob (Kralj, 1962; Hough in sod., 1982).

Hmelj je tujeprasna vetrocvetka. Zensko socvetje, ki ga imenujemo storzek, vsebuje
hmeljne smole, eteri¢na olja in fenolne spojine. Smole dajejo pivu grenkobo, eteri¢na olja
prispevajo k aromi, medtem ko fenolne spojine med varjenjem piva obarjajo proteine in
vplivajo na okus piva ter stabilizirajo njegovo grencico, barvo in aromo (Bernotiene in
sod., 2004). Kromatografske analize eteri¢nih olj so pokazale ve¢ kot 400 hlapnih spojin,
le okoli 200 pa jih je bilo do sedaj identificiranih (Kovacevi¢ in Ka¢, 2001; Enri in sod.,
2000, cit. po Bernotiene in sod., 2004).

Divji hmelj H. lupulus L. se deli na pet taksonomskih varietet, H. lupulus var. cordifolius
za japonski divji hmelj, H. lupus var. neomexicanus in var. lupuloides za severnoameriski
divji hmelj, var. pubescens za ameriski srednjevzhodni divji hmelj in var. lupulus za
evropski divji hmelj (Small, 1978, cit. po Chadwick in sod., 2006; Neve, 1991). Med seboj
se lo¢ijo po morfoloSkih karakteristikah, severnoameriSska in japonska varieteta divjega
hmelja sta si zelo podobni in se loc¢ita od evropske, kar nakazuje na visoko gensko
povezanost med njima (Neve, 1991). Divji hmelj je pomemben za zlahtnjenje hmelja kot
donor razli¢nih genov za odpornost na bolezni in Skodljivce ter za kakovostne parametre.

2.1.2 Pridelava hmelja

Pridelava hmelja je v Sloveniji omejena na obmocje Ptujskega polja, Koroske in Dravske
doline ter Savinjske doline. Najbolj pogosta tla, na katerih se goji hmelj v Sloveniji, so
obre¢na in evtri¢na rjava tla, globoka do zelo plitvo pescena. V Sloveniji je v sortni listi
vec¢ kot sedemnajst razli¢nih sort hmelja, pridelujejo pa se aromati¢ne sorte kot so Aurora,
Savinjski golding, Celeia, Bobek, Magnum in Dana (Hmelj, 2010; Ocena letnika hmelja,
2012).

Hmelj v Sloveniji zaseda okoli 1% njivskih povrsin. Pridelava hmelja v Sloveniji obsega
priblizno 3% svetovne pridelave hmelja, kar pomeni po podatkih mednarodne hmeljarske
organizacije IHGC v Niirnbergu, da celotna povrsina hmeljis¢ obsega 51.500 ha, pridelek
hmelja v letu 2010 pa je bil ocenjen na 101.000 ton oz. na 9.400 ton alfa-kislin (Hmelj,
2010).
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2.2 ROD VERTICILLIUM

2.2.1 Taksonomija in nomenklatura

Rod Verticillium je prvi opisal Nees von Esenbeck leta 1816, ki je besedo izpeljal iz
latinske besede vretence ali verticillus, saj so pri glivi konidofori znacilno vretenaste
oblike. Prvi opisi uvelosti, povzrotene z V. albo-atrum so sledili leta 1879, ko sta jo
opisala Reinke in Barthold, po izolaciji iz uvelih rastlin krompirja. Opisala sta jo kot glivo
s temno rjavim do ¢rnim micelijem iz melaniziranih in nabreklih hif. Leta 1913 je Klebahn
izoliral glivo iz obolelih rastlin dalij, ki jo je tudi poimenoval Verticillium dahliae. Ta gliva
je bila sposobna tvorbe melaniziranih mikrosklerocij, ki izhajajo iz ene hife z deljenjem in
vecanjem globularnih celic.

Taksonomska razdelitev uvrséa te glive v kraljestvo gliv (Fungi), deblo Ascomycota,
poddeblo Pezizomycotina, razred Sordariomycetes in red Phyllachorales (Index Fungorum,
2008).

Rod Verticillium je na osnovi morfoloskih znacilnosti razdeljen na 4 sekcije: za nas manj
pomembne so Prostata, Albo-erecta in Verticillium ter za nas najpomembnejsi
Nigrescentia, kamor spadata V. albo-atrum in V. dahliae, za katera so znacilni temni trajni
organi (Gams, 1988; Gams in Van Zaayen, 1982; Seifert in Gams, 2001).

2.2.2 Morfologija V. albo-atrum in V. dahliae

Osnovna razlika med obema vrstama, ki je tudi osnova za njuno loc¢evanje, so trajni organi.
Medtem ko V. albo-atrum tvori temno rjav do ¢rn micelij, pa V. dahliae tvori
mikrosklerocije. Micelij V. albo-atrum je navadno $irine 3-7 um in nastaja z zdruzevanjem
melaniziranih nabreklih hif, mikorosklerociji pa so v velikosti 15-100 pum in nastajajo z
nabrekanjem in septiranjem hif, celice rastejo in postajajo okrogle, v celi¢nih stenah pa se
sintetizirajo melaninske granule (Griffiths, 1970). Stene konidijev vsebujejo zunanji
granuliran v bazi¢nem topilu topen surfaktant, ki je sestavljen iz heteropolisaharidov,
natan¢no: manoze, galaktoze, glukoze, glukuronske kisline, glukozamina in amino Kislin
(Wang in Bartnicki-Garcia, 1970).

Glivi tvorita puhast micelij sestavljen iz hialinih hif debeline 2-4 um, na katerih nastajajo
vretenasti konidiofori. Na teh se nahajajo 1-3 vretenca z medsebojno razdaljo 30-40 pm, iz
teh pa poganja 1-5 falid, iz katerih nastanejo konidiji. Pri V. albo-atrum so konidiofori
dolgi 100-300 um in pogosto sekundarno razvejani ter vsebujejo melanin pri osnovi.
Konidiofori V. dahliae so manj razvejani in krajsi (Hastie in Heale, 1984).

2.2.3 Verticilijska uvelost hmelja

Verticilijska uvelost je bolezen razsirjena med preko 300 vrstami in jo povzrocata glivi V.
albo-atrum in V. dahliae. Njuni hmeljni patotipi so uvrsceni na evropsko (EPPO) in
slovensko listo karantenskih $kodljivih organizmov. Stevilne ekonomsko pomembne
kulture rastlin so obcutljive na pojav verticilijske uvelosti, med njimi so: bombaz,
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paradiznik, krompir, paprika, oljka, jajéevec in druge ter ne nazadnje tudi hmelj. Stevilne
rastlinske vrste so na to bolezen dobro odporne. Simptomi so v osnovi sicer podobni
znakom pri bolezni fuzarijske uvelosti in zal ni nobene u¢inkovite kemijske metode, ki bi
bolezen zavrla, razen premen s sajenjem negostiteljskih rastlin, uporabo odpornih sort ter
unic¢evanja obolelih rastlin s sezigom (Radisek, 2006).

Splosni simptomi verticilijske uvelosti se zanejo z venenjem rastline v spodnjem delu, saj
se gliva $iri od korenin navzgor, nazadovanjem v rasti, rastlina navadno ne doseze visine
zdravih rastlin, pojavi kloroz in nekroz na listih, ki posledi¢no tudi odpadejo, prevodno
tkivo pa se obarva tipi¢no rjavo. Bolezenska znamenja so sicer odvisna od interakcij med
gostiteljem in patogenom (Rudolph, 1931, cit. po Pegg in Brady, 2002; Selman in Pegg,
1957).

Leta 1974 je bila v Sloveniji prvi¢ identificirana blaga oblika verticilijske uvelosti hmelja
kot posledica okuzb z omenjenima glivama, od leta 1997 pa letalna oblika V. albo-atrum v
zahodnem delu Savinjske doline povzroc¢a ve¢jo gospodarsko $kodo. Bolezen je hitro
napredovala in se razSirila na ostala hmeljis¢a neodvisno od posajenega kultivarja
(Radisek, 2006).

Blaga oblika verticilijske uvelosti hmelja se pojavlja ob infekcijah z manj virulentnimi
patotipi ali ob infekcijah odpornejSih rastlinskih vrst z bolj virulentnimi patotipi. Znacilna
je odebeljena, hrapava in razpokana trta do viSine 1,5 m, prizadeti so listi na dnu, s¢asoma
pa se bolezen §iri navzgor. Pri prerezu trte vidimo, da je tkivo porjavelo ob prevajalnem
delu, proti zunanjosti pa zdravo. Rastlina naslednje leto normalno pozene in raste, infekcija
ne povzro€i njenega propada, kot je to znacilno za letalno obliko (Talboys, 1958b; Radisek
in sod., 2003).

Pri letalni obliki gre za infekcije obcutljivih rastlinskih vrst z zelo virulentnimi patotipi V.
albo-atrum. Bolezen zelo hitro napreduje in Ze po nekaj tednih so vidne nekroze in kloroze
na listih, ki za¢nejo odpadati. Pri precnem prerezu je razvidno, da je prizadeto celotno
prevajalno tkivo, zaradi ¢esar rastlina dokonéno propade (Talboys, 1958b; Radisek in sod.,
2003).

Razlog, da sta glivi izredno nevarni hmelju, je v tem, da Se vedno ne poznamo ustreznega
fungicida, s katerim bi ju lahko uspe$no zatirali ali zdravili obolele rastline. Prav tako
lahko s trajnimi organi prezivita neugodne razmere tudi po ve¢ let, njun infekcijski pritisk
zunaj njih z razlicnimi agrotehniénimi ukrepi. Po obseZni okuzbi hmeljiS¢ z glivo je
potrebno rastline uniciti, na povrsino pa posaditi negostiteljske rastline, ki bodo tam rastle
vsaj 4 leta. S tem prepre¢imo glivi, da bi se razmnozevala v rastlinskem tkivu, kar sCasoma
privede do njenega propada v tleh (Radisek, 2006).

Tako je v primeru kontaminacije hmeljis¢a sajenje odpornih ali tolerantnih kultivarjev in
izvajanje fitosanitarnih ukrepov edini uspesen nacin zatiranja te bolezni.



Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti. 6
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

2.3 MEHANIZMI ODPORNOSTI NA GLIVE I1Z RODU VERTICILLIUM

Odpornost rastlin na glivi verticilijske uvelosti pomeni popolno ali delno odsotnost
simptomov pri neki rastlinski vrsti v primerjavi z drugimi vrstami, pri katerih se pojavijo
znaki bolezni ali propad rastline. Glede na do sedaj objavljeno literaturo je mogoce
predvidevati, da temelji odpornost predvsem na izklju¢evanju patogena iz gostitelja ter
omejevanje le tega znotraj zilnega sistema. Obcutljive sorte so okarakterizirane z obsezno
kolonizacijo gliv in pojavom simptomov, medtem ko so odpornejSe sorte kolonizirane v
manjsi meri in z manj vidnimi simptomi. Mehanizmi odpornosti so v osnovi naslednji:
zmanjSan potencial inokulacije, fizino prepreCevanje s strani gostitelja in omejevanje
patogena v gostitelju ter kemijska inhibicija s strani gostitelja. Reakcije za fizi¢no
omejevanje Sirjenja glive so nespecificne, za kandidate kemicne inhibicije pa so bile
odkrite razli¢ne spojine, ki se razlikujejo med rastlinskimi vrstami (Pegg in Brady, 2002).

Za verticilijske infekcije je bilo ugotovljeno, da ostajajo Stevilne infekcije Vv
predvaskularnem obmocju, torej Se niso vstopile v ksilem, medtem ko je gliva lokalizirana
v koreninskem korteksu, Kjer se Siri znotraj in medceli¢no ter vpliva na rastlino le do
dolo¢ene meje. Endoderm, ki skozi normalno rast izlo¢a suberin, deluje v ¢asu okuzbe kot
naravna ovira pri Sirjenju glive (Talboys, 1958b), obenem pa prihaja do hitrega odlaganja
lignina v epidermalnih in kortikalnih celicah korenin ter okoli penetrirajocih hif glive, pri
¢emer nastane tako imenovan ligninski gomolj (Griffiths, 1971; Smit in Dubery, 1997, cit.
po Pegg in Brady, 2002). V tej stopnji infekcije prihaja do sinteze fitoaleksinov in sorodnih
spojin, ki v koreninskem tkivu delujejo protimikrobno. Zaradi tako zgodnje eliminacije
glive na stopnji korenin okuzba pogosto mine brez vidnih znakov (Bell, 1967, cit. po Pegg
in Brady, 2002).

Ce pa patogen premaga predvaskularne obrambne mehanizme, preide okuzba v ksilem in
se zacne vaskularna faza okuzbe. Hitro odlaganje suberina in drugih zasé¢itnih snovi v
celi¢ne stene vaskularnega tkiva tvori oviro pri §irjenju glive in s tem prepreci horizontalno
okuzbo po rastlini. Pri tem prihaja do masenja Zil z odlaganjem Zelatinoznih, gumijastih in
drugih spojin, ki jih izlo¢ajo sosednje parenhimske celice zZilnega sistema in v Zilah se
zacnejo tvoriti tiloze. Te mehur¢kom podobne izbokline parenhimskih celic SO sposobne
akumulacije razlicnih vrst smol in Sirjenja v sosednje strukture. Vsi ti elementi
preprecujejo transport skozi zile in s tem Sirjenje glive po rastlini. Ce pa je istoasno
okuzenih ve¢ zil, rastlina ne more dovolj hitro kompenzirati nastale $kode in posledi¢no
propade (Robb in sod., 1979, cit. po Pegg in Brady, 2002; Robb in sod., 1989, cit. po Pegg
in Brady, 2002; Newcombe in Robb, 1988, cit. po Pegg in Brady, 2002).

Okuzene rastline kopi¢ijo antimikrobne komponente, kot so s patogenezo povezani
proteini (PR proteini, npr. glukanaze in hitinaze), fitoaleksini in fenolne komponente v
koreninah in steblu. Te spojine nastajajo tako v obcutljivih kot odpornih rastlinah, a je
proizvodnja precej visja v odpornih sortah. Podobno velja tudi za fenilalanin-amonijak-
liazo, encim za sintezo lignina in suberina (Bernards in Ellis, 1991). Pomembna
postinfekcijska spojina, ki se sintetizira v rastlinah, je ciklo-okta zveplo (Ss), ki so ga nasli
v povisanih vsebnostih v parenhimskih celicah in celi¢nih stenah ksilema ter v Zilnih gelih
(Cooper in sod., 1996, cit. po Pegg in Brady, 2002; Resende in sod., 1996, cit. po Pegg in
Brady, 2002).
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2.3.1 Ve geni odpornosti

Genetska odpornost na glivo rodu Verticillium je bila opisana ze v kar nekaj rastlinskih
vrstah, a je bil gen, odgovoren za odpornost, do sedaj kloniran le v paradizniku.
Karakterizacija Ve lokusa paradiznika v letu 2001 je pokazala prisotnost dveh povezanih
genov Vel in Ve2, od katerih je funkcionalen le Vel (Kawchuk in sod., 2001). Ta gen
kodira receptor za prepoznavo glivnih efektorskin molekul. In sicer pride zaradi
prepoznave med Vel proteinom in avirulentnim proteinom V. dahliae do sprozitve signalne
transdukcije in posledi¢no do sinteze obrambnih proteinov (de Jonge in sod., 2012).

Homologe Ve gena so odkrili v divjih sortah paradiZnika in krompirja, v tetraploidnem
krompirju pa so z uporabo gena Vel kot sonde odkrili QTL lokus za verticilijsko
odpornost, ki je vseboval najmanj 11 genov, vsi pa so domnevno kodirali receptorjem
podobne proteine (Simko in sod., 2004). Homologi paradiznikovemu Ve genu so bili
izolirani tudi iz mete in hmelja.

2.4 PROTIGLIVNA KEMIJSKA ODPORNOST V NEKATERIH RASTLINAH

Pomembno vlogo imajo fitoaleksini, ki predstavljajo stresne metabolne spojine. V
povezavi z glivo rodu Verticillium so jih preucevali v bombazu (seskviterpenoidni
naftaldehidi), paradizniku (seskviterpenoidi in poliacetileni), jajcevcu (seskviterpenoidi in
poliacetileni) in lucerni (izoflavonoidni pterokarpani) (Pegg in Brady, 2002).

2.4.1 Hmelj (Humulus lupulus L.)

Na podroc¢ju odpornosti hmelja na glivo rodu Verticillium je bilo narejenih nekaj raziskav.
Talboys (1958a, 1958b), ki je prouceval kolonizacijo tolerantne in obcutljive sorte hmelja z
letalnim patotipom V. albo-atrum, je zakljuil, da je tako kot pri vseh ostalih rastlinskih
vrstah, tudi pri hmelju glavna obramba omejitev okuzbe z izlo€anjem Zelatinoznih in
gumijastih spojin. Po opravljenih raziskavah je ugotovil povezavo med visokim $tevilom
tiloz, omejeno kolonizacijo glive in blagimi simptomi pri tolerantnem Kkultivarju.
Nasprotno pa je v obcutljivih sortah z manjSim Stevilom tiloz kolonizacija bila obsezna,
simptomi pa zelo izraziti. Obenem je bila po okuzbi z glivo V. albo-atrum v sorti tolerantni
na verticilijsko uvelost opazena tudi diferenciacija intrafascikularnega kambija v
novonastali ksilem, kar nakazuje na kompenzacijski mehanizem odpornosti (Talboys,
1957; 19583, 1958bh).

Po okuzbi petih hmeljnih kultivarjev s filtratom V. albo-atrum je bila opazna visoka
peroksidazna aktivnost v celi¢nih kulturah. Obenem je bilo opazeno 2-3 kratno povecanje
fenilalanin-amonijak liazne aktivnosti v odpornih sortah v primerjavi z ob¢utljivimi po
dodatku filtrata (Trevisan in sod., 1997a, cit. po Pegg in Brady, 2002; Trevisan in sod.,
1997b, cit. po Pegg in Brady, 2002).
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Pegg in Young (1981, 1982) sta opazila, da je aktivnost hitinaz v zdravih rastlinah sicer
konstitutivna, a poraste po infekciji z V. albo-atrum (Pegg in Young, 1981, cit. po Pegg in
Brady, 2002; Pegg in Young, 1982, cit. po Pegg in Brady, 2002).

2.4.2 Bombaz (Gossypium spp.)

V bombazu predstavlja gosipol glavni terpenoid, ki se nahaja tako v rastlini kot v semenih.
Glavni sestavini koreninskega epidermisa in lizogenih Zlez floema sta 6-metilgosipol eter
(MG) in 6,6'-dimetil eter (DMG). Najpomembnejsa derivata gosipola, hemigosipol (HG) in
hemigosipol-6-metilester (MHG) sta zelo pogosta v odpornih kultivarjih. Prekurzorja
dezoksihemogosipol (DHG) in dezoksihemogosipol-6-metil eter (DMHG) lahko zasledimo
ze 12-48 ur po infekciji. Vse nastete spojine SO pokazale visoko toksi¢nost za V. dahliae v
tekocem hranilnem mediju, saj so sposobne uni¢enja vseh konidijev in micelija pri nizkih
vsebnostih. Vsebnosti HG, MHG, DHG in DMHG, pri katerih konidiji V. dahliae
propadejo, se gibljejo med 15 in 45 pg/ml, do propada pride po 18-40 urah, micelij
propade po 48 urah (Mace in sod., 1974; Bell in sod. 1975, cit. po Pegg in Brady, 2002;
Bell in sod., 1978, cit. po Pegg in Brady, 2002; Stipanovic in sod. 1975, cit. po Pegg in
Brady, 2002).

2.4.3 Lucerna (Medicago sativa L.)

Leta 1971 je Smith s sodelavci kot prvi v lucerni identificiral fitoaleksin medikarpin, po
strukturi sicer izoflavonoidni pterokarpan, kot odziv rastline na okuzbe z nekaterimi
patogeni (Smith in sod., 1971, cit. po Pegg in Brady, 2002).

Drugi najpomembne;jsi fitoaleksin je sativan. Raziskave so pokazale, da je prislo po
inokulaciji listov lucerne z V. albo-atrum do hitrega propada celic rastline ter kopic¢enja
medikarpina in sativana, ki sta preprecevala razrast hif. Tudi tukaj je vsebnost medikarpina
precej visja v odpornih sortah rastlin kot pa v ob¢utljivih (Flood in Milton, 1982, cit. po
Pegg in Brady, 2002).

Ugotovljeno je bilo, da se medikarpin hitreje kopic¢i pri temperaturi 28° C, kot pri 20° C.
Tudi aktivnost treh najpomembnejsih encimov: PAL, kalkon sintaze in kalkon izomeraze
je bila vi$ja v inokuliranem kalusu odpornejsih sort (Latunde-Dada in Lucas, 1986, cit. po
Pegg in Brady, 2002).

2.4.4 Paradiznik (Solanum lycopersicum L.)

V letu 2001 so Kawchuk in sodelavci karakterizirali Ve lokus paradiznika, pomemben za
sprozitev rezistentnega odgovora na glivo V. dahliae.

V paradizniku so identificirali kar nekaj fitoaleksinov povezanih z odpornostjo na glivo
rodu Verticillium: neseskviterpenoidni rishitin, poliacetilene, falkarindiol, falkarinol in cis-
tetradeka-6-en-1,3-din-5,8-diol ter triterpenski lupeol (Tjamos in Smith, 1974, cit. po Pegg
in Brady, 2002; Grzelinska in Sierakowska, 1978, cit. po Pegg in Brady, 2002; Elgersma in



Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti. 9
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

Overeem, 1981, cit. po Pegg in Brady, 2002; Grzelinska, 1980, cit. po Pegg in Brady,
2002).

2.4.5 Jajcevec (Solanum melongena L.)

Leta 1983 so izsledki prvih raziskav pokazali prisotnost protiglivnih u¢inkovin v koreninah
jajcevca po inokulaciji z V. dahliae ali tretiranju rastlin z benzimidazolnimi fungicidi. Ena
izmed njih je bila tudi seskviterpenoid lubimin (Emmanouil in Wood, 1983, cit. po Pegg in
Brady, 2002).

Leta 1988 so Yoshihara in sodelavci s pomocjo infrardece spektroskopije, nuklearne
magnetne resonance in plinske kromatografije z masno spektrometrijo identificirali Se
nekaj novih: solavetivon, Ze znani lubimin in epilubimin ter 5 fenolnih komponent: vanilin,
etil ferulat, etil-p-kumarat, etil kafeat, p-hidroksibenzojsko kislino in 3-hidroksi-1-(4-
hidroksi-3-metoksi fenil)-1-propanon iz korenin jajéevca (Yoshihara in sod., 1988, cit. po
Pegg in Brady, 2002)

Na polju gojen krizanec med S. melongena in S. integrifolium, odporen na V. dahliae, je
imel 5,6 kratno in 1,6 kratno porast solavetivona in lubimina, glede na divji tip. Rastline
gojene v rastlinjakih so imele te vrednosti priblizno 20 krat do 80 krat nizje, zato so le
majhna povecanja vrednosti pripisana genu za odpornost (Yoshihara in sod., 1988, cit. po
Pegg in Brady, 2002).

2.4.6 Kakavovec (Theobroma cacao L.)

Raziskave strokovnjakov iz Velike Britanije so prinesle naslednje uspesne rezultate:
identificirali so Stiri spojine, dve od teh sta direktno povezani z odpornostjo rastline na V.
dahliae. 4-hidroksiacetofenon in 3,4-dihidroksiacetofenon, predinfekcijski spojini so v
sledovih zasledili v zdravih rastlinah. Prisli pa so do Se enega odkritja: po okuzbi je
rastlina zadela kopi¢iti elementarno ciklo-okta Zzveplo (Sg). Cetrti fitoaleksin, triterpenoid
arjunolna kislina se je prav tako tvorila v tkivih odpornih rastlin (Resende in sod., 1994,
cit. po Pegg in Brady, 2002; Resende in sod., 1995a, cit. po Pegg in Brady, 2002; Resende
in sod., 1995b, cit. po Pegg in Brady, 2002; Resende in sod., 1996, cit. po Pegg in Brady,
2002).

2.4.7 Oljka (Olea europaea L.)

Okuzbe z glivo rodu V. dahliae so v primeru oljke ena najbolj nevarnih bolezni, ki
povzro¢a propad te predvsem na mediteranskem podro¢ju pomembne rastline.
Preprecevanje okuzb je predvsem v zasajevanju odpornih in tolerantnih sort.

HPLC analiza in masna spektrometrija sta pokazali, da sta najbolj ucinkoviti protiglivni
spojini aglikoni kvercetina in luteolina, sledijo jima rutin oleuropein, p-kumarna Kislina,
luteolin-7-glikozid, tirozol in katehin. Mikroskopske $tudije so pokazale, da nastete spojine
vplivajo na rast, morfologijo in ultrastrukturo same glive (Baidez in sod., 2007).
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Na podlagi raziskav je bilo ugotovljeno, da je vsebnost fenolnih snovi precej visja v steblu
kot v koreninah, tako v okuzenih kot v neokuzenih rastlinah (Ortega-Garcia in Peragon,
2010).

Markakis in sodelavci (2010) so analizirali fenolni odgovor olj¢nih sort: obcutljive sorte
Amfissis in odporne sorte Koroneiki proti glivi V. dahliae, ki povzro¢a odpadanje listov
(defoliating — D) in tisti, ki ne povzro¢a odpadanja listov (non defoliating — ND).
Kvantitativna polimerazna reakcija je pokazala, da je padec pojava simptomov v sorti
Koroneiki povezan z mo¢nim zmanj$anjem obeh patotipov V. dahliae v Zilnem sistemu v
primerjavi s sorto Amfissis. V drevesih sorte Koroneiki je vsebnost o-difenolov in fenola
verbaskozida bila pozitivno povezana z DNA vsebnostjo D in ND patotipov. Obenem je
bila opazena pozitivna povezava med vsebnostjo verbaskozida in glivne DNA v sorti
Amfissis, medtem ko so ugotovili negativho povezavo med glivno DNA in vsebnostjo
skupnih fenolov in oleuropeina v obeh kultivarjih. Vsebnost verbaskozida je bila jasno
vi§ja v sorti Koroneiki, kar je prvi¢ v literaturi nakazalo na vlogo verbaskozida v obrambi
proti V. dahliae.

2.5 VLOGA IN ZNACILNOSTI FENOLNIH SPOJIN

Fenoli so rastlinski sekundarni metaboliti, ki predstavljajo eno najbolj pogostih oz.
raz$irjenih snovi v rastlinah. Izvirajo iz Sikimatno-fenilpropanoidno-flavonoidne poti, v
katerih nastajajo razliéni monomerni in polimerni fenoli in polifenoli. Njihova vloga je
predvsem v pigmentaciji rastlin in privabljanju oprasevalcev ter zasciti pred UV svetlobo,
rasti rastline, razmnoZevanju, obrambi pred Skodljivci in Stevilnih drugih funkcijah
(Harborne, 1989, cit. po Lattanzio in sod., 2006).

Vecina fenolih spojin ima dve ali ve¢ hidroksilnih skupin in so podvrzeni konjugacijam.
Navadno so topni v polarnih organskih topilih, razen ¢e so bile pripete molekule estrov,
etrov ali glikozidov. Vecina glikozidov je topnih v vodi, ustrezni aglikoni so navadno manj
topni. Topnost v vodi se povecuje s §tevilom hidroksilnih skupin. Nekateri fenolne spojine
so topne v natrijevem hidroksidu ali natrijevem karbonatu. Fenolne spojine z le nekaj
hidroksilnimi skupinami so topne v etru, kloroformu, etil acetatu, metanolu in etanolu. V
primeru raztapljanja za laboratorijske analize se najpogosteje uporabljajo metanol, etanol,
voda in mesanice alkohol-voda (Van Sumere, 1989, cit. po Lattanzio in sod., 2006).

Fenolne spojine imajo sposobnost visoke absorpcije v UV obmocju, barvni fenoli
absorbirajo mocneje in tudi v vidnem obmoc¢ju. Razli¢ne skupine fenolnih komponent
kazejo razlicne absorpcijske sposobnosti: fenoli in fenolne kisline imajo maksimum pri
250-290 nm, derivati cimetne kisline med 290-330 nm, flavoni in flavonoli pri 250 in 350
nm, halkoni in auroni imajo zelo visoko intenzivnost nad 350 nm ter precej Sibkejsi vrh pri
250 nm, antocianini in betalaini kazejo zelo podobno absorpcijo v vidnem obmod¢ju med
475-560 nm ter 535-545 nm, manjsi vrh je pri 270-275 nm (Harborne, 1964, cit. po
Lattanzio in sod., 2006; Mabry in sod., 1970, cit. po Lattanzio in sod., 2006).
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2.5.1 Fenol oksidirajo¢i encimi

Sem Stejemo oksidaze in peroksidaze, ki so sicer normalno prisotne v zdravih rastlinah
(Waggoner in Dimond, 1956, cit. po Pegg in Brady, 2002), a v okuZenih rastlinah hitro
pride do njihovega porasta. Fenol oksidaze oksidirajo monofenole (Suchorukov, 1957, cit.
po Pegg in Brady, 2002).

V rastlini prihaja do interakcij med fenol oksidirajo¢imi encimi in rastnimi spojinami:
indol ocetno kislino in etilenom, pri cemer nastaja vodikov peroksid. Ta je v prosti obliki
toksicen in se porablja v razli¢nih encimskih procesih (Pegg, 1981).

Encimi imajo pomembno vlogo pri odpornosti, saj je bilo dokazano, da so se po inokulaciji
paradiznika z V. albo-atrum fenol oksidirajo¢i encimi, peroksidaze in fenilalanin amonij
liaza povisali, in sicer precej bolj v obcutljivih kot v odpornih rastlinah. Vloga superoksid
dismutaze je predvsem v vezavi prostega kisika kot dela obrambnega mehanizma (Gayoso
in sod, 2010).

2.5.2 Najpomembnejse fenolne spojine in njihove znacilnosti

2.5.2.1 Katehin (catechin)

Katehin je naravni fenolni antioksidant in rastlinski sekundarni metabolit. Nekatere rastline
izlo¢ajo katehin v zemljo, od koder ga sprejemajo sosednje rastline, in ima alelopatske
ucinke (Duke in sod. 2009). Spros¢anje katehina v tla ima tako antibioti¢no, kot tudi
herbicidno delovanje.

V oljki kaze katehin zelo Sibko delovanje na glivo V. dahliae, in je v primerjavi z ostalimi
fenolnimi snovmi, prisotnimi v tej rastlini, najmanj u¢inkovit. 1Cso je 2100 mg/l (Baidez in
sod., 2007).

V bombazu na primer je katehin zelo moan antisporulent pri vsebnosti 10° M, za
prepre¢evanje micelijske rasti pa so potrebne vsebnosti nad 10° M. Katehin in njegovi
proantocianidinski derivati so omejeni ve¢inoma na endodermis rastline (Mace in Howell,
1974, cit. po Pegg in Brady, 2002).

2.5.2.2 Kvercetin (quercetin)

Kvercetin je rastlinski flavonoid, ki se nahaja v Stevilnih vrstah sadja, zelenjave, listja in
semen. Je glavni flavonoid v olupku sadeza paradiZnika in se navadno nahaja skupaj z
naringeninom (Muir in sod., 2001).

V rastlini oljke kaze kvercetin zelo ucinkovito vlogo v obrambi pred glivo V. dahliae, za
preprecevanje rasti le te so potrebne zelo nizke vsebnosti in s tem predstavlja najbolj
ucinkovito fenolno spojino v tej rastlini, 1Cs je le 6 mg/l. Kvercetin se v rastlini kopici v
zgodnji fazi iniciacije tvorbe lateralnih korenin (Baidez in sod., 2007).
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El Hadrami in sodelavci (2010) so z wuporabo HPLC wuspeS$no odkrili
protokatehuoilfloroglukinolkarboksilno kislino (2-PCPGCA), s katero so dokazali, da V.
dahliae oksidira kvercetin. Kvercetin je kot aglikon osvobojen sladkornih ostankov z
glukozidazami in ramnozidazami, ki jih proizvaja gliva ter je nadalje substrat za
kvercetinaze.

2.5.2.3 p-kumarna kislina (p-coumaric acid)

V primeru paradiznika so v koreninah poleg ostalih sestavin analizirali vsebnost p-
kumarne kisline s HPLC analizo. Ta fenolna spojina naj bi bila povezana z esterifikacijo
celi¢nih sten, ki spodbudi odpornost rastline na glivne patogene. Obenem so opazili, da je
prislo po inokulaciji rastline z glivo V. dahliae do porasta te kisline, in sicer v 16 do 96
urah po inokulaciji korenin (Gayoso in sod., 2010).

Analize fenolnih snovi v oljki so pokazale, da ima p-kumarna kislina vlogo pri
prepreéevanju rasti glive, a je njena vsebnost za 1Csy 1470 mg/ml, kar kaze, da ima precej
sibko delovanje v primerjavi z drugimi fenolnimi spojinami (Baidez in sod., 2007).

2.5.2.4 Rutin (rutin)

Kemijsko je rutin kvercetin z vezanim sladkorjem. Ima Stevilne antioksidativne lastnosti.
Rutin predstavlja eno najbolj toksi¢nih spojin za V. dahliae v rastlini oljke, ima namre¢ eno

e

2007).

Zanimivo pa je v krompirju situacija nekoliko drugacna, saj agresivni sev V. dahliae
prepreci delovanje rutina, ki se sintetizira ob inokulaciji s patogenom ali ob poskodbi
debla, prej ga namre¢ ni mozno zaznati v rastlini (El Bebany, 2010).

V primeru krompirja so rastline, ki so jih predhodno tretirali s kanadsko mle¢no navadno
grasico, inficirali z V. dahliae, pri ¢emer pa se je rutin mocno akumuliral. Nadaljnje
raziskave pa so pokazale, da V. dahliae raste kljub prisotnosti rutina, saj ga najverjetneje
razgradi z izlocanjem razli¢nih ekstracelularnih encimov (EI Hadrami in sod, 2010).

2.5.2.5 Tirozol (tyrosol)

Pomembnejso vlogo od samega tirozola ima hidroksitirozol, katerega ucinke so dokazali v
primeru paradiznika, saj ima v obliki posebej pripravljene raztopine iz oljke zelo visoko
toksi¢nost do V. dahliae. Sode¢ po raziskavah so glivi dali nekaj dnevno prednost pri rasti,
¢emur je sledilo dosledno apliciranje s hidroksitirozolom bogatih spojin, ki pa so se
pokazale za zelo ucinkovite Ze pri nizkih vrednostih, saj je priSlo do zmanjSanja pojavnosti
bolezni za 83-86% (Yangui, 2010). ICsq tirozola ekstrahiranega iz stebel oljke je znasal
660 mg/l, kar je glede na vrednosti ostalih izmerjenih spojin srednja u¢inkovitost proti glivi
(Baidez in sod., 2007).
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2.5.2.6 Luteolin (luteolin)

Luteolin je eden najbolj pogostih flavonov in ima rumeno kristalno strukturo (Mann,
1992). V primeru raziskav vloge luteolina v rastlini oljke na V. dahliae so ugotovili, da je
toksi¢en za glivo, in ima kot aglikon 37 krat vi§jo toksi¢nost za glivo kot pripadajo¢
glikoziliran luteolin-7-glukozid. Poleg preprecevanja radialne rasti glive, povzroca luteolin
ultrastrukturne in morfoloSke spremembe pri le tej. ICs je znasal 260 mg/1 (Baidez in sod.,
2007).

2.5.2.7 Oleuropein (oleuropein)

Oleuropein je kemijska spojina, ki se nahaja v listih oljke, poleg Stevilnih drugih spojin. Je
tirozolni ester olenolske kisline, ki se nadalje hidroksilira in glikozilira. Ima Stevilne
antioksidativne in inhibicijske sposobnosti pri prepreCevanju rasti  Stevilnih
mikroogranizmov (Omar, 2010).

Pri raziskavah delovanja oleuropeina so prisli do zakljuckov, da ima zelo dobre proti
glivne ucinke in je v oljki eden boljsih fungicidnih fenolov, saj uspesno preprecuje radialno
rast micelija pri glivi. Pri merjenju cone inhibicije je prislo do ucinkovite restrikcije rasti
glive ze pri nizji vsebnosti. Je prevladujoca fenolna komponenta v rastlinah oljke, njegove
vrednosti so priblizno 2x vecje v skorji in floemu v primerjavi z vrednostmi v ksilemu in
strzenu. Prav tako je vsebnost le tega viSja v rastlinah okuzenih z glivo V. dahliae v
primerjavi z neokuzenimi rastlinami. 1Cs je znasal 170 mg/1 (Baidez in sod., 2007).



Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti. 14
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

3 MATERIAL IN METODE DELA
3.1 RASTLINSKI MATERIAL

3.1.1 Vzorcenje sort hmelja z razli¢no izraZeno odpornostjo na hmeljevo uvelost za
dolo¢anje skupnih fenolov

V letih 2010 in 2011 smo vzor¢ili 15 sort s hmeljiséa SN5 na IHPS v Zalcu. V letu 2010
smo izvedli eno vzor¢enje z eno ponovitvijo v fazi pred obiranjem hmelja. Pri vsako sorti
smo vzeli 3 rastline, in sicer spodnji del stebla dolzine 1,5 m brez listov in korenine. Pri
sortah 'Wye Target' in 'Celeia’ smo vzor¢ili Se storzke rastlin.

V letu 2011 smo vzor¢ili dvakrat, z izjemo sort: 'Wye Target', 'Wye Challenger', 'Fuggle' in
'Celeia’, katere smo vzor¢ili trikrat. Za vsako sorto smo vzeli 9 rastlin, iz katerih smo
naredili 3 ponovitve po 3 vzorce, in sicer spodnji del stebla dolzine 1,5 m brez listov in
korenine. Storzkov v letu 2011 nismo vzor¢ili (Preglednica 1).

Vzor¢ena stebla in o¢is¢ene korenine smo shranili na -20° C do njihove analize.

Sorte smo vzor¢ili v skladu s priporo¢ili fenoloskih razvojnih faz hmelja po BBCH skali
(Rossbauer in sod., 1995). (http://spletni2.furs.gov.si/agromeT/feno/feno.asp?1D=16):

- 1.9.2010 — 1. vzorcenje (BBCH faza: faza obiranja hmelja, 89)

- 1.6.2011 — 1. vzoréenje (BBCH faza: faza pred cvetenjem, 38, 39, 51 — 55)

- 26.6.2011 — 2. vzorcenje (BBCH faza: faza cvetenja, 61 — 69)

- 22.7.2011 - 3. vzorc¢enje (BBCH faza: faza polno razvitih storzkov, 87 - 89)

Preglednica 1: Seznam vzoréenih sort v letih 2010 in 2011 ter stopnja odpornosti/ob¢utljivosti sort na
hmeljevo uvelost.

Sorta Odpornost/obcutljivost
Wye Target Visoko odporna
Styrian Gold Odporna
Keyworth Midseason Odporna

Yeoman Odporna

Herald Odporna

Wye Challenger Srednje odporna
Atlas Srednje odporna
Magnum Srednje odporna
Aurora Srednje obcutljiva
Wye Northdown Obcutljiva

Cerera Obcutljiva
Savinjski golding Obcutljiva

Buket Obcutljiva

Fuggle Zelo obcutljiva
Celeia Zelo obcutljiva
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3.1.2 Vzorcenje z V. albo-atrum okuZenih in neokuZenih rastlin hmelja za dolo¢anje
skupnih fenolov

Vzoréili smo z glivo V. albo-atrum umetno okuZene eno letne rastline razli¢nih sort v fazi
pojava prvih bolezenskih znamenj in neokuzene rastline istih sort. V letu 2010 smo vzor¢ili
sorti 'Wye Target' in 'Celeia’ v treh ponovitvah, v letu 2011 pa sorte 'Wye Challenger’,
'Fuggle' in 'Celeia’ v dveh ponovitvah.

Vzoréena stebla in o¢is¢ene korenine smo shranili na -20° C do analize fenolnih snovi. Po
potrebi smo jemali posamezne zmrznjene vzorce, jih zmleli s kavnim mlinom, zdruzili po
tri korenine ali stebla skupaj kot en vzorec (leto 2010) oz. 4 korenine ali stebla skupaj (leto
2011) in jih ponovno zmrznili.

Sorte smo vzor¢ili v skladu s fazami po priporocilih:
- 24.6.2010 (BBCH faza: faza razvoja listov, 17 — 19)
- 23.6.2011 (BBCH faza: faza razvoja listov, 17 — 19)

3.2 ANALIZE FENOLNIH SNOVI
3.2.1 SuSenje vzorcev in doloc¢anje vsebnosti vlage

3.2.1.1 Doloc¢anje vsebnosti vliage

Vzorce smo susili v susilniku pri 103-104° C priblizno 12 ur, oz. do konstantne mase ter jih
pred tehtanjem ohladili v eksikatorju. Delez vlage smo dolo¢ili po naslednji formuli:

W = (m;-my)/(m;-mg) x 100 .. (D

Kjer je:

W delez vlage v %

Mo masa susilne posode

mj masa suSilne posode in vzorca pred suSenjem
my masa susilne posode in vzorca po susenju

3.2.1.2 Susenje vzorcev za kemijske in mikrobioloske analize

Vzorce rastlin smo susili na 45 °C v susilniku priblizno tri dni, da smo dobili suhe vzorce,
katerim smo dolo¢ili vsebnost vlage. Vzorci so vsebovali povpre¢no 7,5 % vlage, ki smo jo

pri izraCunih upostevali. Posusene vzorce smo zmleli s kavnim mlinom in shranili pri -20°
C.

3.2.2 Ekstrakcija skupnih fenolov iz rastlin in njihovo dolo¢anje s spektrometrom

Skupne fenole smo ekstrahirali iz vseh vzorcev (navedeni v poglavjih 3.1.1 in 3.1.2) in
spektrofotometri¢no izmerili njihovo vrednost.
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3.2.2.1 Ekstrakcija skupnih fenolov in priprava vzorcev
Najprej smo pripravili vse potrebne reagente, nato pa Se raztopino vzorca (raztopina A).

Uporabljeni reagenti in priprava:
- CMC, karboksimetil celuloza (Fluka Analytical)
- EDTA, C11H14N2Na,Og X 2H,0, Titriplex 111 (Fluka Analytical)
- Fe-reagent, amonijev zelezov citrat — zelen (Fluka Analytical)
- Kloroform, CHCls, 99,4% (Sigma Aldrich)
- N,N-Dimetilformamid, (CH3),NOCN, 99,8% (Sigma Aldrich)
- Amonijak, NH3 (Sigma Aldrich)

1. Priprava raztopine CMC/EDTA: 5,0 g CMC in 1,0 g EDTA raztopljeno v 500 ml
destilirane vode.

2. Priprava Fe-reagenta: 1,75 g Fe-reagenta raztopljeno v 50 ml destilirane vode.
3. Priprava raztopine amonijaka: zmesali Smo en del amonijaka in dva dela vode.

4. Priprava 25% N,N-dimetilformamida (v/v): zmesali smo 750 ml destilirane vode in 250
ml N,N-dimetilformamida.

5. Priprava raztopine A

- Natehtali smo 1,0 g zmletega vzorca v 250 ml reagencno steklenico.

- Dolili smo 50 ml 25% N,N-dimetilformamida in stresali na stresalniku 30 minut.

- Vsebino smo prefiltrirali skozi filtrni papir Whatman 1.

-V 100 ml lij lo¢nik smo odpipetirali 25 ml vzorca in 25 ml kloroforma.

- Moc¢no smo stresli in za nadaljnjo analizo uporabili zgornjo fazo, spodnjo
kloroformsko pa zavrgli.

- Zgornjo fazo smo prelili v 100 ml destilacijsko bucko in lij lo¢nik nekajkrat sprali z
10 ml destilirane vode, zgornjo fazo pa zbirali v destilacijski bucki.

- Z rotavaporjem (Bichi rotavapor R-200; Bichi heating bath B-490) smo pri
temperaturi do 45°C odstranili kloroform.

- Vsebino smo prenesli v 50 ml merilno bucko in dopolnili do oznake. Tako smo
dobili raztopino A.

3.2.2.2 Spektrofotometricno merjenje skupnih fenolov

Vzorec:

v 25 ml merilno bucko smo odpipetirali 10 ml raztopine A, dodali 8 ml CMC/EDTA, 0,5
ml Fe-reagenta in 0,5 ml raztopine amonijaka, premesali ter z destilirano vodo dopolnili do
oznake. Dobro smo premesali in po 10 minutah na spektrofotometru (HP 8453, Hewlet
Packard) izmerili absorbanco pri 600 nm.
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Slep vzorec:

v 25 ml merilno bu¢ko smo odpipetirali 10 ml raztopine A, dodali 8 ml CMC/EDTA,
dodali 0,5 ml raztopine amonijaka in z destilirano vodo dopolnili do oznake. Dobro smo
premesali in po 10 minutah izmerili absorbanco pri 600 nm.

Izra¢un koncentracije skupnih fenolov:

c = (A/2)*820*0,051*100/(100-W(%)) .. (2
kjer je:
c koncentracija skupnih fenolov v g/kg
A izmerjena absorbanca

wW delez vlage v vzorcu v %

Izracunali Smo Se povpreéne koncentracije fenolnih spojin znotraj vzorca.

3.2.3 Dolocanje fenolnih snovi s HPLC

Fenolne spojine smo z metodo HPLC dolocali pri umetno okuzenih in kontrolnih rastlinah
sort: 'Wye Target', 'Celeia’, "Wye Challenger' in 'Fuggle'.

3.2.3.1 Ekstrakcija fenolnih snovi
Najprej smo pripravili potrebne reagente, nato pa Se raztopino vzorca (raztopina A).

Uporabljeni reagenti in priprava:
- Aceton, C3Hg0, 99,5% (Fluka Analytical)
- Kloroform, CHClj, 99,0-99,4%(Sigma Aldrich)
- Poliamid, 25 g/ml, pore 50 — 160 um (Fluka Analytical)
- Askorbinska kislina, C¢HgOg (Sigma Aldrich)
- Metanol, CH30H, 99,9% (Sigma Aldrich)
- Ocetna kislina, CH;COOH, 99,8% (Sigma Aldrich)
- Acetonitril, CoH3N, 99,0% (Sigma Aldrich)

1. Priprava raztopine acetona: 750 ml acetona raztopljeno v 250 ml destilirane vode.
2. Priprava raztopine metanola: 50 ml metanola raztopljeno v 50 ml destilirane vode.

3. Priprava mobilne faze A: 25 ml ocetne kisline raztopljeno v 975 ml destilirane vode.,
sledila je membranska vakuumska filtracija.

4. Priprava mobilne faze B: 25 ml ocetne kisline raztopljeno v 770 ml destilirane vode,
sledila je membranska vakuumska filtracija. Filtratu smo dodali 200 ml acetonitrila.
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5. Priprava raztopine A:

- Natehtali smo 2,0 g zmletega hmelja. Zaradi pomanjkanja rastlinskega materiala
smo pri doloCenih vzorcih natehtali manjSo maso ali pa smo zdruzevali ve¢ vzorcev
skupaj.

- Dodali smo 100 ml 75% acetona in steklene kroglice.

- Stresali smo 30 minut in fitrirali skozi filter papir bel trak (Albet).

- Prvih 15-20 ml filtrata smo zavrgli, za nadaljnjo analizo pa smo vzeli 25 ml vzorca.

-V centrifugirko smo odpipetirali 10 ml kloroforma in 25 ml vzorca.

- Centrifugirko smo mo¢no stresali priblizno 1 minuto in nato centrifugirali 20 minut
pri 3000 obratih (Heraeus instrumentals, Biofuge primo).

- Vsebino iz centrifugirke smo prelili v 100 ml lij lo¢nik in sprali centrifugirko z 10
ml destilirane vode.

- Locili smo plasti, spodnja plast je odpad, zgornjo pa smo prelili v 100 ml merilno
bucko.

- Lij loénik smo sprali 2-3 krat z 10 ml destilirane vode.

- Zgornjo plast smo zbirali v bucki, dodali 25 mg askorbinske kisline in dopolnili do
oznake.

3.2.3.2 Priprava kolone in absorpcija vzorca

Kolono smo pripravili po naslednjem postopku:

-V 50 ml ¢aso smo natehtali 1,2 g poliamida, dodali 40 ml vode in pustili stati nekaj
minut, da se je poliamid omocil.

- Na dno kolone (ISO Lab Germany, NS 14.5, 4.0 mm) smo vstavili vatiran tampon
in vsebino iz ¢ase zlili na tampon v koloni.

- Ko se je poliamid posedel, smo ¢aso in stene kolone sprali z destilirano vodo.
Ventil kolone smo odprli toliko, da je voda pocasi enakomerno odtekala.

- Ko se je ves poliamid posedel, smo kolono Se 2-3 krat sprali z 10 ml destilirane
vode, nato 2 krat z 10 ml 75% acetona in ponovno trikrat z 10 ml destilirane vode.
Aceton smo v celoti odstranili, sicer bi se fenolne spojine v njem izpirale.

Absorpcijo vzorca smo naredili po naslednjem postopku:

- Natehtali smo 0,5 g poliamida in dodali 40 ml raztopine A.

- Pustili smo stati priblizno 1 minuto, da se je naredila delna absorpcija.

- Ko smo sprali ves poliamid in je voda oz. vzorec odtekel, smo sprali kolono 2 krat
z 10 ml destilirane vode.

- Pod kolono smo postavili rotavaporsko bucko in vanjo lovili eluat.

- Najprej smo sprali kolono dvakrat z 10 ml 75% acetona in enkrat s 5 ml 75%
acetona.

3.2.3.3 Cicenje na rotavaporju

Kopel rotavaporja smo segreli na 35 °C in vzorec v bucki z rahlim vakuumom susili do
popolnoma suhega stanja. Ostanek v bucki smo raztopili v 0,6 ml 50% metanola in ga
prenesli v vialo. VVzorce smo hranili v hladilniku. VVzorci iz leta 2010 so zaradi zasedenosti
naprave HPLC globoko zmrznjeni pocakali priblizno 8 mesecev na -80°C.
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3.2.3.4 HPLC analiza

V HPLC sistem (1200 series, Agilent, ZDA) z vstavljeno predpisano kromatografsko
kolono (Spherisorb, 250mm x 4.0um, MZ Analyzetechnik) smo vstavili viale z vzorci.
Nastavili smo valovno dolzino 280 nm in referenéno 450 nm. Obenem smo izmerili Se
vsoto posameznih fenolnih snovi, ki absorbirajo pri razli¢nih valovnih dolzinah (280, 320
in 370 nm). Tukaj so bile izmerjene tudi fenolne spojine, za katere nimamo standardov in
ne vemo, koliko jih je.

3.2.4 Ekstrakcija skupnih fenolov za mikrobioloske analize

V poskusu smo izvedli ekstrakcijo skupnih fenolov iz korenin in stebel sort "Wye Target' in
‘Celeia’. Vsi vzorci so bili s hmeljis¢a SN5 na IHPS. Korenine oz. stebla iste sorte iz ve¢
vzor¢enj smo zdruzili, da smo imeli na razpolago dovolj materiala. Izracunali smo
povpre¢no vsebnost skupnih fenolov na vzorec. Pri vzorcih stebel zaradi prenizke
vsebnosti nismo upostevali 1. vzoréenja (Preglednica 2).

Preglednica 2: Povpre¢na vsebnost fenolnih snovi zdruzenih vzorcev (g/kg).

Vrsta vzorca St. vzoréenj Vsebnost (g/kg)
. Korenine 3(1.,2,3) 9,93
Celeia
Steblo 2(2.,3) 11,63
Whe Target Korenine 3(1.,2,3) 18,61
ye targ Steblo 2(2.3) 20,61

VW W

3.2.4.1 Priprava vzorcev in ¢iS¢enje na rotavaporju

Vzorce smo pripravili na naslednji nacin:

- Stehtali smo zeleno koli¢ino vzorca v Schottovo steklenico in dolili 75% aceton v
razmerju 1g vzorca/50 ml acetona.

- Steklenice smo v leZzeCem polozaju vpeli na stresalnik za 30 min (150
stresljajev/min).

- Sledila je filtracija vzorca skozi filter papir »bel trak«.

-V steklene centrifugirke volumna cca. 75 ml smo odpipetirali 50 ml filtrata in dolili
20 ml kloroforma.

- Centrifugirko smo mocno stresali eno minuto in nato dali v centrifugo za 20 minut
na 3000 obratov/min.

- Vsebino iz centrifugirke smo prelili v 100 ml lij lo¢nik.

- Sledila je lo¢ba plasti, spodnja plast kloroforma je odpad, zgornjo pa smo prelili v
500 ml bucko.

Cis¢enje na rotavaporju je potekalo po naslednjem postopku:
- Ko smo imeli dovolj vzorca, smo bucko vpeli na rotavapor in odstranili kloroform.
- S kloroformom ocis¢ene vzorce smo sproti dodajali v bucko.
- Ko je v bucki ostalo Se cca. 40 ml vzorca, smo vzorec prelili v manjSo 100 ml
bucko.
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- Vecjo bucko smo sprali enkrat z 10 ml Cistega acetona, drugi¢ z 10 ml vode. Po
izsusitvi vzorca je v bucki ostalo nekaj ml temno rjave smolnate snovi.

3.3 MIKROBIOLOSKE ANALIZE

3.3.1 Testiranje vpliva posameznih fenolnih substanc na rast glive V. albo-atrum

Fenolne spojine smo preizkusali na dveh glivnih patotipih: T2 (letalni patotip, PG2) in Rec
(blagi patotip, PG1). Uporabili smo 6 razli¢nih koncentracij fenolnih snovi (1, 10, 100,
1000, 1500, 2000 mg/l) in kontrolno spojino. Nacepljanje kultur in postavitev poskusa sta
potekala v asepti¢nih pogojih v brezprasni komori (Telstar Biostar 50/60).

Uporabljene fenolne spojine:
- kvercetin (Quercetine SIGMA, kat. §t. Q4951-10G)
- p-kumarna kislina (p-coumaric acid, SIGMA kat. §t. C90008-1G)
- katehin (Catechin, SIGMA Kkat. §t. C1788-500MG)
- rutin (Rutin, SIGMA Kkat. $t. 78095-100MG-F)
- tirozol (Tyrosol, SIGMA kat. §t. 79058-100MG-F)
- luteolin (Luteolin, SIGMA Kkat. §t. L9283-50MG)

3.3.1.1 Preizkus toksi¢nosti metanola

Pred nacepljanjem glive na gojis¢e smo preverili vpliv metanol na njeno rast. Pripravili
razmerju 1:10 in 1:5 (metanol:gojis¢e) raztopili metanol, jih razlili v petrijevke in nacepili
glivo. Cez priblizno 6 dni bi se morale pojaviti prve kolonije gliv, a do tega ni prislo.
Sklepali smo, da je bila koncentracija metanola previsoka, zato smo poskus ponovili v
razmerjih: 1:20, 1:50, 1:100, 1:200.

3.3.1.2 Priprava gojisca in fenolnih snovi

Gojisce smo pripravili na naslednji nacin:

- Pripravili smo PDA gojisée (35 g PDA/1l vode).

- Po avtoklaviranju (121 °C, 15 minut, Avtoklav, Systec 3870 ELV) smo gojisce
delno ohladili in 95 ml gojisca prelili v sterilno Schottovo steklenico.

- Pripravili smo raztopino fenole spojine, metanola in sterilne destilirane vode po
Preglednici 3 ter raztapljali v ultrazvo¢ni kopeli (Sonis, Pio).

- Gojisce smo ohladili na 40 °C in mu dodali 5 ml raztopine fenolne spojine,
raztopljenega v metanolu in sterilni destilirani vodi.

- Kontrola je vsebovala 1 ml metanola in 4 ml sterilne destilirane vode.

- Zavsako koncentracijo fenolne snovi in kontrolo smo naredili 6 ponovitev.

- Pripravljeno gojisce smo razlili v sterilne petrijevke.

- Petrijevke smo pustili v brezprasni komori do naslednjega dne, da se je gojisce
strdilo in ohladilo.
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Preglednica 3: Potrebne koli¢ine fenolne snovi (mg), metanola (ml) in destilirane vode (ml) za posamezno
koncentracijo fenolne snovi.

Xlsge/?lr:l()m USRI TSI m fenolne snovi (MQg) V metanola (ml) V destilirane vode (ml)
1 1,0 1,0 4,0
10 2,0 2,0 8,0
100 20,0 2,0 8,0
1000 200,0 2,0 8,0
1500 300,0 2,0 8,0
2000 400,0 2,0 8,0
kontrola 0,0 1,0 4,0

3.3.1.3 Postavitev in spremljanje poskusa

Na pripravljeno gojis¢e smo s prenesli 5 mm disk, ki smo ga odvzeli z roba gojiséa z glivo
V. albo-atrum (starost glive 12 do 20 dni). Disk z micelijem, obrnjen navzdol, smo
postavili na sredino petrijevke z gojis¢éem. Inkubirali smo 21 dni v temi pri 20 °C in 60 %
vlaznosti. Prvo meritev smo opravili 7. dan rasti, nato 14. dan in 21. dan, ko smo s
testiranjem zakljucili. Pri prvi meritvi smo kot mesto merjenja izbrali ¢rti, Ki sta pravokotni
ena na drugo in teCeta skozi 5 mm disk. Nadaljnji dve merjenji smo opravili na istem
mestu. Od premera kulture smo odsteli 5 mm, kolikor je meril zacetni disk kulture.

3.3.2 Testiranje vpliva skupnih fenolov ekstrahiranih iz odporne in neodporne sorte
hmelja na rast glive V. albo-atrum

Iz korenin in stebel odporne sorte 'Wye Target' in neodporne sorte 'Celeia’ smo za vsak
vzorec pripravili 6 koncentracij ekstraktov fenolnih spojin (1, 10, 100, 1000, 1500 in 2000
mg/l) v 3 ponovitvah ter kontrolno gojisc¢e. Pri tem smo testirali dva patotipa V. albo-
atrum: letalni izolat T2 in blagi izolat Rec.

3.3.2.1 Priprava ekstrakta fenolnih spojin

Vzorcu smo po odparjanju na rotavaporju dodali taksno koli¢ino metanola, da je bila
koncentracija fenolnih snovi v vzorcu 200 mg/ml. Izhajali smo iz tega, da je v 1 mi
metanola 200 mg fenolnih snovi. Visja koncentracija metanola deluje inhibitorno na rast
gliv.

Maso ekstrahiranih fenolnih spojin smo izracunali iz koncentracije fenolov spojin, ki smo
jo dolo¢ili spektrofotometri¢no in mase vzorca. Od dobljene mase smo odsteli se 10%,
zaradi predpostavke, da je med pripravo vzorca prislo do delne izgube. Vzorce smo do
uporabe zmrznili na -20 °C.

Ker se zmes ni dobro raztapljala, smo pred nanosom ekstrakta v gojis¢e dodali Se sterilno
destilirano vodo v taksni koli¢ini, da smo metanol s fenolnimi spojinami red¢ili 10x. V
takem vzorcu je koncentracija fenolnih spojin 20 mg/ml.
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3.3.2.2 Priprava gojisca

Pripravili smo PDA gojis¢e (35 g PDA/ 11 vode). Po avtoklaviranju smo gojis¢e delno
ohladili in ga dolo¢en volumen prelili v sterilno Schottovo steklenico. Gojis¢e smo ohladili
na 40 °C in mu dodali fenolno snov raztopljeno v metanolu in sterilni destilirani vodi.
Volumni so navedeni v Preglednici 4. Pripravljeno gojisce smo razlili v sterilne petrijevke.
Petrijevke smo pustili v brezprasni komori do naslednjega dne, da se je gojisce strdilo in
ohladilo.

Preglednica 4: Volumen dodanih ekstraktov (ml) in gojiséa (ml).

Vsebnost fenolne snovi (mg/l) V ekstrakta (ml) V gojiséa (ml)
1 0,005 =100

10 0,05 =100

100 0,5 99,5

1000 5,0 95

1500 7,5 92,5

2000 10,0 90

3.3.2.3 Postavitev in spremljanje poskusa

Na pripravljeno gojis¢e smo nanesli 5 mm disk glivne kulture, ki smo ga odvzeli z gojisca
z glivo V. albo-atrum (starost glive 12 do 20 dni). Disk z micelijem, obrnjen navzdol, smo
postavili na sredino petrijevke z gojis¢em. Inkubirali smo 21 dni v temi pri 20 °C in 60%
vlaznosti. Prvo meritev smo opravili po 7. dan rasti, nato po 14. dan in 21. dan, ko smo s
testiranjem zakljucili. Pri prvi meritvi smo kot mesto merjenja izbrali ¢rti, ki sta pravokotni
ena na drugo in teCeta skozi 5 mm disk. Nadaljnji dve merjenji smo opravili na istem
mestu. Od premera kulture smo odsteli 5 mm, kolikor je meril zacetni disk kulture.

3.4 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Statisticna obdelava podatkov je bila narejena po dveh metodah, glede na Stevilo
razpoloZljivih vzorcev za izracun:

- Doloéitev standardnega odklona (SD), ki smo ga izraCunali iz relativnega
standardnega odklona (RSD). RSD je za spektrofotometriéne meritve zanasal
19,56%, za HPLC analizo pa £4,92%. To statisticno obdelavo smo uporabili pri
meritvah, kjer je bilo manj ponovitev.

- Obdelava podatkov s programskim paketom Statgraphic plus, katere smo statisti¢no
ovrednotili z analizo variance (ANOVA) in testom mnogoterih primerjav (Duncan)
pri stopnji tveganja 0,05. To metodo smo uporabili pri meritvah z ve¢ ponovitvami.
Pri tem smo dobili razli¢ne ¢rke (a, ab, b, C...), ki so oznake za statisti¢no razliko
med vzorci znotraj posameznega vzorcenja. Meritvi z najvi§jo vrednostjo pripiSemo
oznako a, vsem ostalim pa po velikosti dolo¢imo naslednjo oznako. Tam, kjer se
vrednosti ujemajo, statisti¢nih razlik ni.
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4 REZULTATI

4.1 ANALIZA FENOLNIH SNOVI V ODPORNIH IN NEODPORNIH SORTAH

V prvem delu naloge smo izbranim sortam, navedenim v Preglednici 1, Zeleli dologiti
vsebnost skupnih fenolov v vzorcih korenin, stebel in storzkov. Vzorcem smo izmerili
vlago, ekstrahirali fenolne spojine, dolo¢ili njihovo vsebnost s spektrofotometri¢no metodo
in preracunali vsebnost le-teh v suhi snovi vzorca.

4.1.1 Analiza v letu 2010

V Preglednici 5 je predstavljena vsebnost skupnih fenolov v suhi snovi korenin, stebel in
storzkov, analiziranih v letu 2010, ki smo jim dolo¢ili tudi standardni odklon iz relativnega
standardnega odklona. V Preglednici 5 so sorte razporejene od najbolj do najmanj odporne,
tako da je razvidna povezava med odpornostjo in vsebnostjo skupnih fenolov. Za
enostavnej$o primerjavo so rezultati podani grafi¢no (Slike 1, 2 in 4). Slika 3 prikazuje
korelacijo med vsebnostjo fenolnih spojin v koreninah in v steblih.

Preglednica 5: Vsebnost skupnih fenolov (g/kg = SD) v suhi snovi vzorcev korenin, stebel in storzkov Vv letu

2010.

Vsebnost (g/kg) - Vsebnost (g/kg) - Vsebnost (g/kg) -
sorta korenine stebla storzki
Wye Target 20,94 + 2,00 23,26 +2,22 1192+1,14
Styrian Gold 14,34 + 1,37 11,37 +1,09
Keyworth Midseason 20,64 £ 1,97 7,22 £ 0,69
Yeoman 9,74 £0,93 8,55+ 0,82
Herald 8,40 £ 0,80 7,54 +£0,72
Wye Challenger 11,12+ 1,06 433+0,41
Atlas 7,51+0,72 4,15+0,40
Magnum 3,97 +0,38 4,17 +0,40
Aurora 12,67+1,21 12,82 £1,23
Wye Northdown 22,81+ 2,18 8,18 + 0,78
Cerera 9,07 £ 0,87 5,33+ 0,51
Savinjski golding 7,75+ 0,74 5,21+£0,50
Buket 6,77 £ 0,65 4,03+ 0,39
Fuggle 10,82+ 1,04 6,66 + 0,64
Celeia 9,96 £ 0,95 6,81 £ 0,65 11,58 +1,11
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Slika 1: Vsebnost skupnih fenolov (g/kg £ SD) v suhi snovi korenin v letu 2010.
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Iz Preglednice 5 in Slike 1 je razvidno, da smo najvisje vsebnosti izmerili v koreninah
obcutljive sorte 'Wye Northdown', visoko odporne 'Wye Target' in odporne 'Keyworth
Midseason', najnizjo pa v srednje odporni sorti ‘Magnum'. Ostale sorte kazejo dokaj

primerljive vrednosti.
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Slika 2: Vsebnost skupnih fenolov (g/kg + SD) v suhi snovi stebel v letu 2010.
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Iz Preglednice 5 in Slike 2 je razvidno, da smo dale¢ najvisjo vsebnost fenolnih snovi
izmerili v steblih visoko odporne sorte 'Wye Target', najnizje pa v sorti 'Atlas’, ki ji z
manj$imi odstopanji sledijo srednje odporni sorti ‘'Magnum' in 'Wye Challenger' ter
obcutljiva sorta 'Buket'.
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Slika 3: Korelacija med vsebnostjo fenolnih spojin v steblih in koreninah (g/kg) v letu 2010.
Korelacijski koeficient je znasal 0,6128, kar kaZe na visoko povezanost obeh spremenljivk

in lahko sklepamo, da je vsebnost skupnih fenolov v koreninah pozitivno povezana z
vsebnostjo le-teh v steblih.
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Slika 4: Vsebnost skupnih fenolov v suhi snovi storzkov sort 'Wye Target' in 'Celeia’ (g/kg + SD) v letu 2010.

Iz Preglednice 5 in Slike 4 je razvidno, da je vsebnost fenolnih snovi zelo podobna v
storzkih obeh sort, nekoliko manjsa je vrednost v zelo obcutljivi sorti ‘Celeia’.

4.1.2 Analiza v letu 2011

V letu 2011 smo analizirali vsebnost skupnih fenolov v koreninah in steblih istih 15 sort. V
Preglednicah 6 in 7 so predstavljene meritve v suhi snovi korenin in stebel, ki si sledijo od
najbolj do najmanj odporne. Za enostavnej$o primerjavo so rezultati podani grafi¢no (Sliki
5in 6). Vrednosti so bile statisticno obdelane s programskim paketom Statgraphic plus. Na
Sliki 7 je predstavljena korelacija med vsebnostjo fenolnih spojin koreninah in v steblih.
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Preglednica 6: Vsebnost skupnih fenolov (g/kg) v suhi snovi vzorcev korenin v letu 2011.

Povpreéna vsebnost (g/kg)”

Sorta
1.vzorcenje 2.vzorcenje 3.vzorcenje

Wye Target 179a 16,4 a 19,8 ab
Styrian Gold 6,9f 19,9 ab
Keyworth Midseason 6,8 f 20,8 a
Yeoman 48¢g 15,6 cd
Herald 9,4 cd 225a
Wye Challenger 6,7 f 158 a 13,7 de
Atlas 9,8 cd 210a
Magnum 13,4b 15,9 bed
Aurora 8,3 def 14,2 de
Wye Northdown 143b 14,1 de
Cerera 7,4 ef 10,2 e
Savinjski golding 10,2 cd 14,7d
Buket 9,5cd 14,6 d
Fuggle 10,7 ¢ 12,2 b 19,5 abc
Celeia 9,1 cde 11,4b 10,2 e

Povpreéne vrednosti oznacene z enakimi ¢rkami se statisticno ne razlikujejo med seboj pri stopnji tveganja

0.05 (Duncan Multiple Range Test).
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Slika 5: Vsebnost skupnih fenolov v suhi snovi korenin v letu 2011.
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Iz preglednice 6 in Slika 5 je razvidno, da so pri prvem vzorcenju razlike med vzorci
statisti¢no znacilne. Sorta 'Wye Target' sicer kaze najvisjo vrednost, statisticno znacilno ji
sledita sorti '"Magnum' in 'Wye Northdown', ostale sorte kazejo nizje vrednosti. Sorte, ki se
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od sorte z najvi§jo vsebnostjo najbolj razlikujejo, so sicer srednje odporna sorta 'Wye
Challenger' ter odporni sorti 'Keyworth Miseason' in 'Styrian Gold'. V drugem vzorcenju so
prav tako prisotne statisti¢no znacilne razlike med odpornimi in zelo obc¢utljivimi sortami,
vsebnost je najvisja v visoko odporni sorti "Wye Target', najnizja pa v zelo obcutljivi sorti
‘Celeia’. Tudi pri tretiem vzoréenju so prisotne statistiéno znalilne razlike, kjer kaZejo
najvisje vrednosti visoko odporna sorta 'Wye Target' in odporne sorte 'Styrian Gold',
'Keyworth Midseason' in 'Herald'. Temu trendu sledi tudi sicer zelo obcutljiva sorta
'"Fuggle', medtem ko sorta 'Celeia' kot prav tako zelo obcutljiva sorta kaze zelo nizko
vrednost.

Pri primerjavi vzorcev korenin iz leta 2010 in vzorcev tretjega vzorcenja iz leta 2011 lahko
sklepamo, da odporne sorte 'Wye Target', 'Styrian Gold' in 'Keyworth Midseason' kazejo v
obeh letih precej visoke vrednosti. Sorta ‘'Magnum', ki je v letu 2010 sorta z najnizjo
vrenostjo fenolnih snovi, kaze v letu 2011 precej visje vrednosti. Tudi sorti 'Herald' in
'Atlas' kazeta v letu 2010 precej nizje vrednosti kot v letu 2011. V sploSnem je vsebnost
fenolnih snovi precej visja v koreninah vzorcev iz leta 2011, kot iz leta 2010.

Preglednica 7: Vsebnost skupnih fenolov (g/kg) v suhi snovi vzorcev stebel v letu 2011.

" Povpreéna vsebnost (g/kg)®
1.vzorcenje 2.vzorcenje 3.vzorcenje

Wye Target 38a 194a 216a
Styrian Gold 1,6 def 20,0 ab
Keyworth Midseason 2,0cd 138e¢
Yeoman 28D 9,8 fg
Herald 1,2 fg 16,8 cd
Wye Challenger 1,3 efg 19,2a 17,5bc
Atlas 1,1fg 214 a
Magnum 1,4 efg 10,4 fg
Aurora 1,3 efg 7.1h
Wye Northdown 1,8 cde 11,9 ef
Cerera 1,1fg 8,2 gh
Savinjski golding 1,8 cde 9,9fg
Buket 1,3 efg 12,4 ef
Fuggle 2,2¢C 91b 132¢€
Celeia 08¢ 88D 14,5 de

* Povpre¢ne vrednosti oznalene z enakimi ¢rkami se statisti¢no ne razlikujejo med seboj pri stopnji tveganja
0.05 (Duncan Multiple Range Test).
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Slika 6: Vsebnost skupnih fenolov v suhi snovi stebel v letu 2011.

Iz Preglednice 7 in Slike 6 je razvidno, da so med vzorci statisticno znacilne razlike. Pri
prvem vzoréenju je sorta z najvisjo vrednostjo spet visoko odporna 'Wye Target', sledi ji
sorta 'Yeoman'. Ostale sorte kazejo med seboj bolj ali manj primerljive vrednosti. Sorta z
najniZjo vrednostjo je sicer zelo obcutljiva 'Celeia’. Pri drugem vzorcenju so ponovno
prisotne razlike med odpornimi in obcutljivimi sortami, odpornejSe sorte kazejo visje
vrednosti. Pri tretjem vzor¢enju prevladujeta sorti 'Wye Target' in 'Atlas’, sorta z najnizjo
vrednostjo je sicer srednje obcutljiva sorta 'Aurora'.

Pri primerjavi vzorcev stebel iz leta 2010 in vzorcev tretjega vzorCenja iz leta 2011,
vidimo, da je v obeh prevladujoca sorta ponovno 'Wye Target'. Ostale sorte so slabo
primerljive, saj sorte z najnizjimi vrednostmi v letu 2010 kazejo v letu 2011 precej visoke
vrednosti. Sorta s sicer najnizjo vrednostjo v letu 2011 —'Aurora’ - je v letu 2010 pokazala
precej visje vrednosti in je po vsebnosti fenolnih spojin takoj za sorto 'Wye Target'.
Vrednosti sort v letu 2011 so v sploSnem precej visje od vrednosti sort v letu 2010.
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Slika 7: Korelacija med vsebnostjo fenolnih snovi v steblih in koreninah (g/kg) v letu 2011.

Korelacijski koeficient je znasal 0,7595, kar kaZe na visoko povezanost obeh spremenljivk
in lahko sklepamo, da je vsebnost skupnih fenolov v koreninah pozitivno povezana z
vsebnostjo le-teh v steblih.

4.2 ANALIZA DOLOCANJA FENOLNIH SNOVI V OKUZENIH IN NEOKUZENIH
RASTLINAH

Pri sorti 'Wye Target', ki je odporna na hmeljevo uvelost, srednje obcutljivi sorti "Wye
Challenger' in pri obcutljivih sortah 'Celeia’ in 'Fuggle' smo umetno okuzevali rastline z V.
albo-atrum ter pri okuzenih in neokuzenih rastlinah dolo¢ili, jim spektrofotometri¢no
izmerili absorbanco, vlago in delez fenolnih snovi na suho snov ter izracunali povprecje. V
Preglednicah 8 in 9 so predstavljene vsebnosti fenolnih snovi v suhi snovi korenin in stebel
okuzenih in neokuzenih vzorcev v letih 2010 in 2011. Za enostavnejSo primerjavo so
rezultati podani grafi¢no (Sliki 8 in 9).
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4.2.1 Analiza v letu 2010

Preglednica 8: Vsebnost skupnih fenolov (g/kg) v suhi snovi stebel in korenin okuZenih in kontrolnih vzorcev
v letu 2010.

Okuzene Korenine 6,98 b

Wye Target Steblo_ 191c
Kontrola Korenine 8,89 ab

Steblo 10,70 a

Okuzene Korenine 3,70 b

Celeia Steblo_ 197b
Kontrola Korenine 5,27 a

Steblo 2,67b

Povpre¢ne vrednosti oznaéene z enakimi ¢rkami se statisti¢no ne razlikujejo med seboj pri stopnji tveganja
0.05 (Duncan Multiple Range Test).
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Slika 8: Vsebnost skupnih fenolov v suhi snovi korenin (K) in stebel (S) okuzenih in kontrolnih vzorcev v
letu 2010.

Iz Preglednice 8 in Slike 8 je razvidno, da so pri sorti 'Wye Target' vrednosti visje v
kontrolnih vzorcih. Pri primerjavi stebel in korenin okuzenih in neokuZenih vzorcev SO
vrednosti v okuzenih vi§je v koreninah, v neokuZenih pa v steblih. Pri sorti 'Celeia’ v
povprecju visje spet V kontrolnih vzorcih. Statisti¢éno znacilne razlike so vidne med
koreninami kontrole in ostalimi vzorci. Vsebnost fenolnih snovi je splosno gledano visja v
sorti 'Wye Target', razen v primeru okuzenih stebel, kjer je vrednost primerljiva.
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4.2.2 Analiza v letu 2011

Preglednica 9: Vsebnost skupnih fenolov (g/kg) v suhi snovi stebel in korenin okuzenih in kontrolnih vzorcev
Vv letu 2011.

OkuZene Korenine 19,68 + 1,88
Wye Challenger Stebla 153+0,15
g ’ Kontrola Korenine 24,82 +2,37
Stebla 1,563+0,15
OkuzZene Korenine 16,04 +1,53
Fuggle Stebla 2,04 +0,20
» Kontrola Korenine 20,22 +1,93
Stebla 1,27+0,12
OkuzZene Korenine 15,04 +1,85
Celeia Stebla 1,06 + 0,27
Kontrola Korenine 19,34 + 1,44
Stebla 2,82+0,10
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Slika 9: Vsebnost skupnih fenolov v suhi snovi korenin in stebel okuZenih in kontrolnih vzorcev v letu 2011.

Iz preglednice 9 in Slike 9 je razvidno, da je vsebnost fenolnih spojin v vzorcih korenin
vi§ja kot v steblih tako okuzenih kot kontrolnih vzorcev Vsebnost fenolnih spojin v
koreninah je najvisja v sorti 'Wye Challenger’, v drugih dveh sortah pa dokaj primerljiva.
Pri steblih ni bilo mozZno dolociti tipi¢no prevladujoce sorte. V koreninah vseh sort smo
ponovno zaznali padec skupnih fenolov v okuZenih rastlinah, pri steblih tega nismo
zaznali.
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4.3 DOLOCANIJE FENOLNIH SNOVI S HPLC

Analizirali smo tri sorte 'Fuggle’, 'Wye Challenger' in 'Celeio’. Rezultati iz leta 2011 so
podani v Preglednici 10. VVsem vrednostim smo dolo¢ili standardno deviacijo.

Preglednica 10: Vsebnost fneolnih snovi (mg/l + SD) v vzorcih hmelja (K — korenine, S — stebla) in vsota
posameznih fenolnih snovi, izmerjenih pri treh valovnih dolzinah (280, 320, 370 nm).

Sorta/ kum Vsota posameznih
v Tirozol Katehin p-Kum. Rutin fenolnih snovi (mg/1)
okuZenost/ Pon. (mg/l) (mg/l) kislina (mg/l) 320 370
vzorec 9 9 (mgl/l) g 280 nm am am
65+ 23+
I 320 | 113 | ©
S 1 79+3,89 466,8+22,97 19009 [ o[ ens | a0
N E K 40,5+1,99 443 5+21,82 273013 | 53150 | 738 | 192
2 3 50,6+2,49 505,7+24,88 v sledeh
L‘:’L:‘ S 1,2 131+ 22+ 0
o 3 0,5+0,03 | 9,8+0,48 6,45 10,08
5 1 11774579 | 324,8+15,98 v sledeh w00s | 1035 | 274
N + + +
z K 2 129+6,35 439,6+21,63 vsledeh | o200 | 507 | 133
3 1432+7,05 | 519742557 v sledeh
342+ | 254+ | 65+
m S 1,23 22,8+1,12 452022 | jeen | 15980 | 320
_ |3 1 49,3+2,43 412,4+20,29 238011 | oo | ta0r | sse
S| £ |K 2 405199 | 398,4+19,60 388019 | 15ua | Car | 107
= | ¥ 3 37,84#1,86 | 318,2+15,66 240,10 ' ’ ‘
5 S 1 vsledeh | 6,7+0,32 380+ | 400+ | 105+
2|, 2,3 21,8+1,07 794039 | 1870 | 19,68 | 5,17
= | g 1 35,5+1,75 435,7+21,44 6,2+0,31
RN 2 338+166 | 459,1+2259 5,9+029 | J000* | 135+ | 60X
o == 228 e 186,96 | 664 | 2,95
3 20,3+1,00 420,2+20,67 2+0,10
1 9,5+0,47 124,5+6,13 vsledeh | 3,5+0,17 200t | 1406 | 35s
S 2 44,3+2,18 042002 | 382019 | . 688 | 172
B 3 131,5+6,47 | 0,5+0,02 | 4,5+0,22
S 1 54+2,66 490,2+24,12 256012 | o | o | ass
s | E|K 2 32,4+1,59 295,7+14 55 240,10 - - -
3| S 8758 | 590 | 1,72
3 3 47,3+2,33 427,9+21,05 2,4+0,12
408+ | 200+ | 51+
_ S 1,23 18,7+0,92 06£0,03 | 452022 | o0 084 | 251
g 1 46,3+2,28 86,4+4,25 232011 [ oo | or | a0
N + + +
z K 2 50,8+2,50 196:9,64 354017 | ‘g0 | 541 | 148
3 56,3+2,78 165+8,11 2,240,11

Kot je razvidno v Preglednici 10, je prevladujoca fenolna spojina katehin, sledi mu tirozol.
Rutin kaze precej nizke vrednosti v vseh vzorcih, p-kumarna kislina pa se skoraj povsod
pojavlja v sledeh. V splosnem so vrednosti posameznih fenolnih snovi visje v koreninah
kot v steblih. Pri merjenju vsote skupnih fenolov smo jih najve¢ zaznali pri valovni dolZini
280 nm
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4.4 MIKROBIOLOSKE ANALIZE

4.4.1 Testiranje vpliva posameznih fenolnih substanc na rast glive V. albo-atrum

V tem delu raziskave smo dolocali vpliv posameznih substanc na dva izolata gliv: letalni
T2 in blagi Rec. Rezultati v preglednicah in grafih prikazujejo rast po 14 dneh, za meritev
po 21 dneh se nismo odlo¢ili, ker je iz rezultatov razvidno, da je bila gliva takrat Ze
predolgo na gojiscu in je priSlo do dolocenih fizioloskih sprememb tako glive kot gojisca.
Pri vseh meritvah je bila narejena statisti¢na obdelava podatkov s programskim paketom
Statgraphic plus. Vrednosti v razpredelnicah, oznacene z razli¢nimi ¢rkami, se med seboj
razlikujejo statisti¢no znacilno.

4.4.1.1 Meritve rasti izolata Rec

V Preglednici 11 so predstavljeni povpreéni premeri rasti kolonij glive V. albo-atrum po 14
dneh rasti na gojis¢u z izbrano fenolno spojino pri posamezni koncentraciji in kontroli brez
fenolne spojine. Slika 10 prikazuje rasti glive pri posameznih koncentracijah fenolnih
spojin.

Preglednica 11: Povpreéni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat Rec, na gojis¢u s
posameznimi fenolnimi snovmi.

Izolat Rec Vsebnost (mg/l)*

Fenolna snov Kontrola 1 10 100 1000 1500 2000 Povpreéni
Kvercetin 440a | 416ab | 41,5ab | 38,8bc | 38,8bc | 39,3bc | 37,3¢C |premer
Rutin 46,3a | 459ab | 44,0abc | 43,0bc | 43,2bc | 42,1c | 305d |rasti
p-kumarna kislina | 40,3ab | 41,1a | 395ab | 38,3b | 169c | 150c | 0,0d gﬂ'\?e”{j
Luteolin 36,0a | 334ab | 364a | 363a | 351ab | 347ab | 31,1b |3]ho-
Tirozol 40,0ab | 379bc | 413a 36,3¢C 25,4d 223e | 22,1e |atrum
Katehin 379a | 386a | 37,7a | 349b | 31,8c | 318¢c | 308c |(Mm)

Povpreéne vrednosti oznacene z enakimi ¢rkami se statisti¢no ne razlikujejo med seboj pri stopnji tveganja
0.05 (Duncan Multiple Range Test).

V primeru kvercetina smo statisticno znacilen negativni vpliv na rast izolata ugotovili pri
vsebnosti 100 mg/l, ki pa je ostal na enakem nivoju ne glede na povecevanje vsebnosti do
2000 mg/l. Kot stranski vpliv na glivo smo pri vsebnosti 1500 mg/l zaznali stimulacijo
tvorbe trajnega micelija. Fenolna snov rutin je izrazil negativen uéinek pri vsebnostih 100
mg/l, 1000 mg/l in 1500 mg/l na primerljivem nivoju, medtem ko je pri vsebnosti 2000
mg/1 prislo do naslednje statisti¢no znacilne tocke inhibicije. V primeru p-kumarne Kisline
do vsebnosti 100 mg/l nismo ugotovili znacilnega vpliva na rast glive. lzrazito inhibicijo
rasti smo zaznali pri vsebnosti 1000 mg/l in 1500 mg/l, medtem ko je vsebnost 2000 mg/I
povzrocila 100% inhibicijo. Luteolin sele pri vsebnosti 2000 mg/l pokaze statisticno
znacilen negativni vpliv na rast izolata glive. Tirozol taksen vpliv pokaZze pri vsebnosti 100
mg/l, cemur sledi gradientno padanje vseh naslednjih vsebnosti. Tudi katehin je negativen
ucinek pokazal pri vsebnosti 100 mg/l, ki se je le malo spremenil pri povecevanju
vsebnosti do 2000 mg/I.
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Slika 10: Povprec¢ni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat Rec, pri razliéni vsebnosti
posameznih fenolnih spojin.

Slika 11: Rast izolata Rec glive V. albo-atrum na gojis¢u s fenolno snovjo p-kumarna kislina.
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4.4.1.2 Meritve rasti izolata T2

V Preglednici 12 so predstavljeni povpreéni premeri rasti kolonij glive V. albo-atrum po 14
dneh rasti na gojiscu z izbrano fenolno snovjo pri posamezni koncentraciji. Kontrolno
gojis¢e ni vsebovalo fenolne snovi. Slika 12 kaZze trend rasti glive pri razli¢nih
koncentracijah posameznih fenolnih snovi.

Preglednica 12: Povpre¢ni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat T2, na gojis¢u s
posameznimi fenolnimi snovmi.

Izolat T2 Vsebnost (mg/1)*

Fenolna snov Kontrola 1 10 100 1000 1500 2000

Kvercetin 408 a 416a | 422a | 406a | 41,1a | 36,1b | 355b |Povprecni
Rutin 424a | 409a | 405a | 40,0a | 388ab | 38,2ab | 34,6b fgsetri"er
p-kumarna kislina 43,8 a 352¢c 376D 345¢c 0,0d 0,0d 0,0d | kolonij
Luteolin 314ab | 368a | 337a | 339a |333ab|31,8ab | 27,0b |gliveV.
Tirozol 347ab | 309bc | 302¢c | 368a | 21,2d | 20,3d | 16,8d f("r']:):q')a”“m
Katehin 399a 40,1 a 37,8a | 36,6ab | 33,8b 29,0c 28,7¢c

¥ Povpreéne vrednosti oznadene z enakimi ¢rkami se statisticno ne razlikujejo med seboj pri stopnji tveganja
0.05 (Duncan Multiple Range Test).

V primeru kvercetina smo ugotovili statisticno znacilen negativen vpliv na rast izolata pri
vsebnosti 1500 mg/l, ki se je nadaljeval tudi pri vsebnosti 2000 mg/l. Podobno kot pri
izolatu Rec smo kot stranski vpliv na glivo pri vsebnosti 1500 mg/l zaznali stimulacijo
tvorbe trajnega micelija (Slika 2). Fenolna spojina rutin je pokazal negativen ucinek Sele
pri vsebnosti 2000 mg/l. p-kumarna kislina je pokazala statisticno znacilen negativen
uc¢inek Ze pri vsebnosti 1 mg/l, pri vsebnosti 1000 mg/l pa smo zaznali 100% inhibicijo
rasti. Luteolin je pokazal statisti¢no znacilno inhibicijo Sele pri 2000 mg/1. Pri tirozolu smo
jo lahko zaznali pri vsebnosti 10 mg/l, pri 100 mg/1 ni prislo do statisti¢no znacilne razlike,
nadalje pa je pri visjih vsebnostih prislo do gradientnega padanja. Pri katehinu se je
statisticno znacilna razlika pokazala pri vsebnosti 1000 mg/l in gradientno padala pri vseh
vi§jih vsebnostih.
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Slika 12: Povpre¢ni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat T2, pri razli¢ni vsebnosti
posameznih fenolnih snovi.

Slika 13: Stimulacija tvorbe trajnega micelija pri izolatu T2 glive V. albo-atrum pri vsebnosti kvercetina
1500 mg/l.
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4.4.2 Testiranje vpliva skupnih fenolov na rast glive V. albo-atrum

4.4.2.1 Meritve rasti izolata Rec

V Preglednici 13 so predstavljeni povpreéni premeri rasti kolonij glive V. albo-atrum po 14
dneh rasti na gojis¢u s skupnimi fenoli izoliranimi iz posameznega vzorca sort 'Celeia’ in
'Wye Target' pri posamezni vsebnosti. Kontrolno gojisce ni vsebovalo fenolne snovi. Slika
14 kaze trend rasti glive pri razliénih vsebnostih skupnih fenolov izoliranih iz korenin,
Slika 15 pa rast glive na fenolih snoveh izoliranih iz stebel.

Preglednica 13: Povpreéni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat Rec, na gojis¢u s skupnimi
fenoli.

1zolat Rec Vsebnost (mg/1)*

Vir fenolne snovi kontrola 1 10 100 1000 | 1500 | 2000 |Povpreéni
Celeia korenine 50,3a | 40,8b |43,8ab | 40,7b | 280c |242c | 13,5d |Premer rasti
Celeia steblo 503a | 423b | 400c | 355d | 00e | 00e | 00e gﬂ'\?e”{j
Wye Target korenine 50,3a | 455ab | 42,0b | 435ab | 335c | 28,3c | 15,0d |albo-atrum
Wye Target steblo 50,3a | 39,2b | 402b | 39,7b 0,0c 0,0c | 0,0c |(mm)

¥ Povpreéne vrednosti oznadene z enakimi ¢rkami se statisticno ne razlikujejo med seboj pri stopnji tveganja
0.05 (Duncan Multiple Range Test).

Statisti¢no znacilne razlike pri 'Celeia’ koreninah smo zaznali ze pri vsebnosti 1 mg/l, pri
vsebnosti 10 mg/l teh razlik ni bilo, a so se potem spet pojavile pri vsebnosti 100 mg/l, kjer
se je gradientno padanje nadaljevalo pri vseh nadaljnjih vsebnostih. VV primeru stebla je
prislo do statisticno znacilne inhibicije ze pri vsebnosti 1 mg/l, pri vi§jih vsebnostih je
prihajalo do gradientnega padanja, ki se je pri vsebnosti 1000 mg/l pokazalo kot letalna
doza in nadaljevalo do vsebnosti 2000 mg/l. Pri 'Wye Target' koreninah smo statisti¢no
znacilne negativne razlike ugotovili pri vsebnosti 10 mg/l, pri 100 mg/l teh razlik ni bilo, a
so se nadalje pojavile pri vsebnosti 1000 mg/l, ko se je vpliv gradientno vecal do vsebnosti
2000 mg/l. Pri 'Wye Target' steblu so bile statisti¢cno znacilne razlike ze pri 1 mg/l, pri
vsebnosti 1000 mg/l in vseh nadaljnjih pa je prislo do letalnega ucinka na rast glive.
Bistvenih razlik v vplivu fenolnih snovi med sortama nismo zaznali.
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Slika 14: Povpreéni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat Rec, na goji$¢u s skupnimi fenoli,
izoliranimi iz korenin sort.
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Slika 15: Povpreéni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat Rec, na goji$¢u s skupnimi fenoli,
izoliranimi iz stebel sort.
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4.4.2.2 Meritve rasti izolata T2

V Preglednici 14 so predstavljeni povpreéni premeri rasti kolonij glive V. albo-atrum po 14
dneh rasti na gojis¢u s skupnimi fenoli izoliranimi iz posameznega vzorca sort 'Celeia’ in
"Wye Target' pri posamezni vsebnosti. Kontrolno gojisce ni vsebovalo fenolne snovi. Slika
16 kaze grafi¢ni trend rasti glive pri razlicni vsebnosti skupnih fenolov izoliranih iz
korenin, Slika 17 pa rast glive na fenolnih snovi izoliranih iz stebel.

Preglednica 14: Povpre¢ni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat T2, na gojis¢u s skupnimi
fenoli.

Izolat T2 Vsebnost (mg/1)*

Vir fenolnih snovi kontrola 1 10 100 1000 1500 2000

Celeia koreni 493a | 463a | 388a | 410a | 238b | 133c | 00d | ovprecni
eleia korenine , , , : , , \ premer rasti

Celeia steblo 49,3 a 49,8 a 440a 42,7 a 0,0b 0,0b 0,0b kolonij

Wye Target korenine | 49,32 | 338b | 457a | 41,7ab | 252c | 133d | 00e g:ibve V.

albo-atrum
Wye Target steblo 49,3a 53,7a | 50,3a | 38,0b 00c 00c 0,0c (mm)

X Povprecne vrednosti oznadene z enakimi ¢rkami se statistino ne razlikujejo med seboj pri stopnji tveganja
0.05 (Duncan Multiple Range Test).

Statisti¢no znacilne negativne razlike smo pri 'Celeia’ koreninah ugotovili pri vsebnosti
1000 mg/l, nadalje je prihajalo do gradientnega padca, ko je pri vsebnosti 2000 mg/1 prislo
do popolne inhibicije. Pri 'Celeia’ steblu smo statisticno znacilne razlike ugotovili pri
vsebnosti 1000 mg/l, kjer je prislo do letalnega izida, ki se je je nadaljeval tudi pri visjih
vsebnostih. Pri 'Wye Target' koreninah je vidna statisticno znacilna razlika pri vsebnosti 1
mg/l, za katero sklepamo, da jo je povzrocila okuzba gojisca in ne same fenolne snovi
glede na ostale vsebnosti. Statisti¢no znacilna razlika se pojavi pri vsebnosti 1000 mg/l in
gradientno pada do vsebnosti 2000 mg/l, ko pride do letalnega ucinka na patotip glive.
'Wye Target' steblo je pokazal statisti¢no znaéilno razliko pri vsebnosti 100 mg/l, pri
vsebnosti 1000 mg/1 pa je Ze prislo do popolne zaustavitve rasti, ki se je nadaljevala tudi
pri visjih vsebnostih. Podobno kot pri izolatu Rec tudi tu nismo zaznali bistvenih razlik pri
vplivu fenolnih spojin med sortama.
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Slika 16: Povpreéni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat T2, na gojis¢u s skupnimi fenoli,
izoliranimi iz korenin sort.
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Slika 17: Povpre¢ni premer rasti kolonij glive V. albo-atrum (mm), izolat T2, na goji$¢u s skupnimi fenoli,
izoliranimi iz stebel sort.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Ker je verticilijska uvelost hmelja zelo agresivna bolezen, ki povzro¢a precej$njo
gospodarsko Skodo, je preu¢evanje mehanizmov rastline za obrambo pred povzrociteljem
te bolezni zelo pomembno. Znano je, da obstajajo v rastlinah hmelja kakor tudi v drugih
vrstah, ki jih okuzuje gliva rodu Verticillium, doloceni obrambni mehanizmi, ki se sprozijo
ob vstopu glive v zilni sistem.

Na hmelju je bilo izvedenih zelo malo tak$nih raziskav, zato je poznavanje teh
mehanizmov $e zelo omejeno. Znano je sicer, da rastlina izlo¢a dolo¢ene fenolne spojine, s
katerimi omeji Sirjenje glive (Baidez in sod., 2007), zato smo se v diplomskem delu
osredotocili ravno na le-te, da bi ugotovili povezavo med njimi in odpornostjo izbranih
sort.

5.1.1 Analiza skupnih fenolov v odpornih in neodpornih sortah

Namen te raziskave je bil ugotoviti, kak$na je vsebnost fenolnih spojin v izbranih sortah, ki
v okolju, kjer rastejo, kazejo dolo¢eno stopnjo odpornosti/ob¢utljivosti na glivo V. albo-
atrum. Obenem smo primerjali tudi vsebnost fenolov spojin v koreninah in steblih teh sort.

Pri primerjavi vzorcev korenin iz leta 2010 in 2011 smo prisli do zakljucka, da je odporna
sorta 'Wye Target' edina, ki dosledno kaze pri vseh vzoréenjih visoko vrednost meritev.
Nekatere srednje odporne sorte sicer kazejo primerljive vrednosti pri vseh vzorcenjih, a so
vseeno prisotna vecja ali manjSa odstopanja. Sorta 'Celeia’, ki je sicer najbolj obcutljiva
sorta, kaze dokaj nizke do srednje vrednosti pri vseh vzoréenjih. Pri primerjavi posameznih
vzorcenj lahko sklepamo, da vsebnost fenolnih snovi v koreninah skozi rastno sezono
narasca.

Pri primerjavi vzorcev stebel iz leta 2010 in 2011 so prav tako opazne razlike. Na zacetku
sezone 2011 so vrednosti najnizje, skozi sezono pa precej zrastejo. Ponovno je sorta z
najviSjo vrednostjo 'Wye Target' pri skoraj vseh vzorcenjih. Ostale sorte kazejo slabo
primerljive vrednosti med posameznimi merjenji. Obenem je razvidno, da so vrednosti v
steblih precej nizje kot v koreninah.

V splo$nem lahko re¢emo, da med odpornostjo in vsebnostjo fenolnih snovi ni korelacije,
edina sorta, pri katera je ta povezanost razvidna, je sicer visoko odporna sorta 'Wye
Target', ki kaze v skoraj vseh merjenjih najvisje vrednosti. Ostale sorte temu trendu dokaj
slabo sledijo, zato pri njih ni mogoce zakljuciti, da obstaja omenjena povezanost.

5.1.2 Analiza skupnih fenolov v okuZenih in neokuZenih rastlinah

Namen te raziskave je bil ugotoviti vsebnost fenolnih snovi v steblih in koreninah
okuzenih in neokuZenih obcutljivih in odpornih sort.
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V letu 2010 analizirani vzorci kaZzejo najviSje vrednosti v sorti 'Wye Target' z izjemo
okuzenih stebel, kjer je razlika minimalna. Vsebnost fenolnih snovi je splosno gledano
vi§ja v kontrolnih kot v okuZenih rastlinah. Vrednosti pri sorti ‘Celeia’ so visje v koreninah
kot v steblih. Padec vrednosti v okuzenih vzorcih je najverjetneje posledica tega, da
rastlina ob okuzbi ne aktivira mehanizmov obrambe s fenolnimi snovmi, saj je to zanjo
energijsko zahtevno, obenem pa je za pri¢akovati, da gliva zavre dolo¢ene mehanizme
sinteze fenolnih snovi z vstopom v rastlino.

V letu 2011 smo analizirali sorte 'Wye Challenger', 'Fuggle’ in 'Celeio’. Vrednosti so tukaj
precej visje v koreninah okuzenih in kontrolnih vzorcev, v steblih pa zelo nizke. Vsebnost
v koreninah je najvisja v sorti 'Wye Challenger’, najniZja pa v sorti 'Celeia’ tako v okuzenih
kot kontrolnih vzorcih. V steblih je situacija drugac¢na: v okuZenih vzorcih ima najvecjo
vrednost 'Fuggle’, v kontrolnih pa 'Celeia’. Vsebnost fenolnih snovi je splosno gledano v
okuzenih vzorcih nizja kot v kontrolnih.

Pricakovali smo, da bodo vrednosti fenolnih spojin vi§je v okuzenih vzorcih kot v
neokuzenih, kot smo zasledili v objavi Baideza in sod. (2007), kjer so analizirali vsebnost
fenolnih spojin pri okuzenih in neokuzenih rastlinah obcutljive sorte oljke Picual, a se je
izkazalo, da v primeru hmelja temu ni tako. Nasi rezultati v letu 2010 in 2011 so bili
presenetljivo ravno obratni, saj smo v obeh letih potrdili padec skupnih fenolov v okuzenih
rastlinah. V tem ¢asu so Markakis in sod. (2010) objavili rezultate spremljanja dinamike
fenolnih spojin v obcutljivi sorti oljke Amfissis in odporni Koroneiki, ki so jih okuzili z
dvema razli¢nima viruletnima patotipoma glive V. dahliaec (D - defoliating in ND - non
defoliating). Rezultati so pokazali gradientno padanje fenolnih snovi v okuzenih rastlinah
pri obcutljivi sorti Amfissis do ¢asovne tocke 75 dni po inokulaciji, ¢emur je sledil mo¢an
dvig vsebnosti na zaetni nivo. V primeru odporne sorte Koroneiki je vsebnost skupnih
fenolov stalno gradientno padala v okuzenih rastlinah in niso zaznali ponovnega dviga kot
pri obcutljivi sorti. Ta Studija je pokazala neposredno potrditev nasih rezultatov o padcu
skupnih fenolov v okuzenih rastlinah, kar je svojevrsten fenomen na nivoju interakcij med
rastlinami in patogeni.

5.1.3 Doloc¢anje fenolnih snovi s HPLC

Z ekstrakcijo fenolov iz vzorcev okuZenih in neokuzenih sort smo na HPLC detektirali
izbrane fenolne komponente in primerjali vsebnost le-teh med razli¢nimi vzorci.

Vsebnost tirozola je bila navisja v okuzenih koreninah sorte 'Fuggle’, v steblih ga nismo
zaznali niti v enem vzorcu. Vsebnost katehina je bila v vseh vzorcih zelo visoka, a precej
vi§ja v koreninah kot v steblih. V dolocenih vzorcih stebel katehina nismo niti zaznali
('Fuggle' kontrolne in okuzene ter 'Wye Challenger' okuzene). p-kumarna Kkislina je
pokazala zelo nizko vrednost v vseh vzorcih stebel, kjer smo jo zaznali. V koreninah je ni
bilo mogoce izmeriti. Rutin je prav tako pokazal zelo nizke vsebnosti v skoraj vseh vzorcih
(v steblih kontrole 'Fuggle’ ga ni bilo mogoce zaznati).

Poleg meritev posameznih fenolnih snovi smo izmerili tudi vsoto posameznih fenolov, in
sicer pri 3 razlicnih valovnih dolZinah, glede na to, pri kateri valovni dolZini absorbirajo
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svetlobo. Najve¢ fenolov smo lahko zaznali pri 280 nm, manj pa pri 320 in 370 nm.
Najvisje vrednosti so bile v kontroli korenin sorte 'Fuggle’, najnizje pa zanimivo v steblih
kontrole iste sorte.

Analize v vzorcih za mikrobioloSke analize so pokazale, da so vrednosti tirozola in
katehina najvisje v koreninah 'Celeie’, p-kumarno kislino je bilo mozno zaznati le v steblih
obeh sort, enako tudi rutin, ki ga je bilo precej ve¢ v koreninah sorte "Wye Target'.

Pri primerjavi rezultatov HPLC in spektrofotometri¢nih meritev sort vidimo, da je pri sorti
'Fuggle' situacija enaka, saj so vrednosti v koreninah vi§je kot v steblih. Pravzaprav v
steblih veine izbranih fenolnih snovi nismo niti zaznali. Vrednosti med okuZenimi in
neokuzenimi vzorci so precej primerljive, vsota posameznih fenolnih snovi pa je visja v
koreninah kontrolnih vzorcev. Tudi 'Wye Challenger' je spet pokazal precej vi§je vrednosti
v koreninah kot v steblih, razlike med okuzenimi in neokuzenimi vzorci so le majhne,
vsota posameznih fenolnih spojin je celo nekoliko visja v okuzenih koreninah. 'Celeia’ je
pokazala vi§jo vsebnost fenolov v kontrolnih vzorcih, in sicer v koreninah precej ve¢ kot v
steblih, podobno situacijo smo zaznali tudi pri spektrofotometriénem merjenju. Pri sorti
'Wye Target' izrazitih razlik med koreninami in stebli ni bilo, bilo je le mozno zaznati ve¢
vrst fenolov v steblih kot v koreninah. Nasprotno pa smo s spektrofotometri¢nim
merjenjem zaznali ve¢ fenolnih spojin v kontrolnih kot v okuzenih vzorcih.

Markakis in sod. (2010) so analizirali tudi posamezne fenole s HPLC analizo in potrdili
naras¢anje fenolne spojine verbaskozidaa v okuzenih rastlinah in tako potrdili tudi
povezavo odpornostne reakcije oljke z glivo V. dahliae.

5.1.4 MikrobioloSke analize

5.1.4.1 Testiranje vpliva posameznih fenolnih substanc na rast glive V. albo-atrum

Namen poskusa je bil ugotoviti, kako fenolne komponente vplivajo na izbrana izolata glive
V. albo-atrum, torej ali spodbujajo ali zavirajo rast glive, ter pri kak$ni vsebnosti se to
zgodi.

Pri izolatu Rec smo ugotovili, da je najbolj u¢inkovita fenolna spojina p-kumarna Kislina,
saj intenzivno zavre rast glive pri vsebnosti 2000 mg/l. Tirozol je druga najucinkovitejsa
spojina, ki upocasni rast glive, a do popolnega zavrtja rasti ne pride.

Pri meritvah premera kolonij izolata T2 je situacija zelo podobna, a je v tem primeru p-

kumarna kislina pokazala zaviralen uéinke ze pri vsebnosti 1000 mg/l. Sledi ji tirozol, ki
sicer zmanjSa rast glive, a je ne zaustavi popolnoma.

5.1.4.2 Testiranje vpliva skupnih fenolov na rast glive V. albo-atrum

Cilj tega dela je bil ugotoviti, kako skupni fenoli izolirani iz korenin in stebel sort "Wye
Target' in 'Celeia’ v razli¢nih vsebnostih vplivajo na oba izolata glive V. albo-atrum.
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.....

do zakljucka, da so bili ekstrakti 'Celeie' nekoliko bolj u¢inkoviti pri prepreéevanju rasti
gliv, a so dejanske razlike z 'Wye Targetom' zelo majhne.

Pri ekstraktih pridobljenih iz stebel je situacija spet nekoliko druga¢na, saj pride do
popolnega zavrtja rasti skoraj podobno pri obeh in sicer pri 1000 mg/I.

Pri meritvah izolata T2 v primeru goji$¢ z ekstrakti iz korenin pri obeh prihaja do zavrtja
rasti pri 2000 mg/l. Wye Target na zacetku nekoliko sledi kontrolnim vzorcem in kaze do
neke mere spodbuden vpliv na rast glive. Pri ekstraktih iz stebel razvidno, da pride pri
obeh ekstraktih do podobnega vpliva na rast glive. Oba namre¢ intenzivno zavreta rast
glive pri 1000 mg/l.

Pri ekstraktih iz korenin je razvidno, da je ucinkovitost vi§ja pri izolatu T2 kot pri izolatu
Rec, medtem ko pri ekstraktu iz stebel med izolatoma ni vidnih razlik.

5.2 SKLEPI

Analiza vsebnosti skupnih fenolov v razli¢nih sortah hmelja je pokazala, da vsebnost
fenolnih snovi ne sledi popolnoma trendu odpornosti/obéutljivosti. Vsebnost fenolov sicer
skozi sezono narasca, kar je smiselno, saj rastlina obenem tudi dozoreva.

Rezultati so pokazali, da je vsebnost fenolnih snovi visja v koreninah kot v steblih in visja
v neokuZenih v primerjavi z okuZenimi.

Nadaljevanje naSega dela bi tako lahko usmerili v dolo¢anje dinamike fenolnih snovi in
iskanje posameznih fenolnih snovi, ki se inducirajo ob okuzbah hmelja z glivo V. albo-
atrum.

Pri primerjavi HPLC analize in mikrobioloskega testiranja posameznih fenolnih snovi na
gojis¢u z glivo V. albo-atrum, se je p-kumarna kislina izkazala za najbolj u¢inkovito pri
inhibiciji glive na gojis¢u, zanimivo pa je HPLC analiza pokazala minimalne vrednosti le-
te v steblih okuzenih in neokuzenih vzorcev, v koreninah je ni bilo mogoce izmeriti ne
glede na sorto. Tirozol se je izkazal kot druga najucinkovitejSa spojina za zaviranje rasti
glive, a so njegove vrednosti, analizirane s HPLC, bile precej viSje kot vrednosti p-
kumarne kisline. Kot fenolna spojina z najvis$jo vrednostjo v skoraj vseh vzorcih se je
izkazal katehin, ki pa je pri mikrobioloskih analizah pokazal neko srednjo uc¢inkovitost.

Analiza fenolov iz ekstraktov 'Wye Targeta' in Celeia na rast glive je pokazala, da imata
obe sorti podoben vpliv na zaviranje rasti glive. Ekstrakti iz stebel so bolj u¢inkoviti pri
omejevanju rasti glive kot ekstrakti iz korenin.
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6 POVZETEK

Verticilijska uvelost hmelja predstavlja pomembno in predvsem nevarno bolezen te
trajnice, saj povzroc¢a veliko Skodo v nasadih, kjer se pojavi. Bolezen povzrocata talni glivi
Verticillium albo-atrum Reinke & Barthold in Verticillium dahliae Kleb., ki lahko preko
trajnih organov v tleh prezivita tudi vec¢ let tudi ob odsotnosti gostiteljskih rastlin.

Splosna bolezenska znamenja verticilijske uvelosti se za¢nejo z venenjem rastline v
spodnjem delu in nazadovanjem v rasti. Na listih se pojavijo kloroze in nekroze, predvsem
na robovih in med listnimi zilami, listni robovi se znacilno vihajo navzgor in zZe ob neznem
dotiku odpadejo. Prevajalno tkivo se obarva tipi¢no rjavo, kar je razvidno ob prerezu trte.

Te lastnosti so znacilne tako za blago kot za letalno obliko, ki ju povzroca Verticillium
albo-atrum, medtem ko V. dahliae srecamo le kot obCasnega povzrocitelja blage oblike.
Bistvena razlika med blago in letalno bolezensko obliko je v tem, da letalna obolenja
povzroc¢ajo agresivne izbruhe z odmiranjem rastlin, medtem ko blazja oblika prizadene le
posamezne trte in ne povzroca bistvene gospodarske Skode.

PrepreCevanje Sirjenja verticilijske uvelosti hmelja temelji predvsem na uni¢evanju
obolelih rastlin, ve€letni premeni okuzenih tal z negostiteljskimi rastlinami in zlahtnjenju
odpornih sort, ki omogoc¢ajo obnovo proizvodnje na okuzenih obmocjih.

Proucevanje mehanizmov odpornosti je izrednega pomena za razvoj odpornih sort. Vendar
mehanizmi odpornosti na verticilijske uvelosti rastlin Se niso povsem raziskani, znano pa
je, da obsegajo naslednje sposobnosti rastline: zmanj$anje potenciala inokulacije v
rizosferi, fizicno omejevanje patogena v gostitelju in kemijsko inhibicijo patogena. Ob
vstopu glive prihaja najprej do prepreCevanja njenega vstopa z naravno prisotnim
suberinom, ki se nahaja v endodermisu, kasneje pa $e do odlaganja lignina, ki mehansko
prepreci Siritev glive. IstoCasno prihaja do sinteze fitoaleksinov in podobnih antimikrobnih
spojin v koreninskem tkivu, v veliki koli€ini pa se tvorijo tudi Zelatinozne in gumijaste
spojine, ki Se dodatno omejujejo gibanje glive. Okuzene rastline akumulirajo Stevilne S
patogenezo povezane proteine, fitoaleksine in fenolne komponente ter fenilalanin
amonijske liaze, ki omogocajo sintezo suberina in lignina.

Pri proucevanju odpornosti mnogih rastlin je torej dobro znana vloga fenolnih komponent,
ki lahko odigrajo pomembno vlogo pri preprecevanju in omejevanju infekcij razlicnih
patogenov. Tak$ne analize so bile na hmelju opravljene le v manjSem obsegu ali pa sploh
ne, zato bi podrobnejs$a analiza moc¢no prispevala razumevanju odpornosti in zlahtnjenju
novih sort. Kot ze omenjeno, fitopatogena gliva V. albo-atrum povzroc¢a zelo nevarno in
agronomsko zelo Skodljivo verticilijsko uvelost hmelja, katera najpogosteje vodi v propad
rastline, in ob neprimernih ali nezadostnih ukrepih vodi celo v propad cele njive hmeljisca,
¢e se zadostno razsiri.

Prvi del raziskave je obsegal analizo fenolnih snovi v odpornih in neodpornih sortah:
ugotovljeno je bilo, da je vsebnost fenolnih snovi visja v koreninah kot v steblih, ta razlika
je bolj opazna na zacetku rastne sezone, kasneje pa manj. Vsebnost fenolnih spojin se skozi
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sezono rasti dviguje v rastlinah, sorta z najvi§jo vrednostjo fenolnih snovi je v splosnem
Wye Target.

Drugi del raziskave je obsegal analize skupnih fenolov v okuzenih in neokuzenih rastlinah
odpornih in neodpornih sort: tudi tukaj so vrednosti vi§je v koreninah kot v steblih, in visje
v neokuzenih kot v okuzenih vzorcih. Taks$ni rezultati nakazujejo na doloc¢ene mehanizme
v rastlini, ki zaustavijo sintezo fenolnih snovi ob okuzbi kot energijsko potraten proces ali
pa na sintezo in izlo¢anje fenolnih spojin vpliva sama gliva, ki jih z dolo¢enimi mehanizmi

blokira.

Nadalje smo v vzorcih okuzenih in neokuzenih rastlih razli¢nih sort s HPLC analizirali
posamezne fenolne komponente: tirozola v steblih nismo zaznali, podobno tudi katehina,
ki ga je precej ve¢ v koreninah in le v nekaterih vzorcih stebel. p-kumarna kislina ni bila
prisotna v koreninah, v steblih pa le v minimalnih vsebnostih. Tudi rutin je pokazal zelo
nizke vrednosti v vseh vzorcih.

.....

izbranimi fenolnimi snovmi ugotovili, da je za uniCenje glive obeh testiranih izolatov
najbolj uc¢inkovit fenol p-kumarna kislina.

Pri analizi vpliva skupnih fenolov izoliranih iz sort 'Wye Target' in 'Celeia’ smo ugotovili,
da je vpliv le-teh na izolat Rec zelo podoben pri obeh sortah in so bili uéinkovitejsi
ekstrakti iz stebel. Tudi pri izolatu T2 je bila podobna situacija, ¢eprav tudi ekstrakti iz
korenin kazejo zaviralen u¢inek na rast glive, a pri visji vsebnosti.
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PRILOGA A

Absorbanca (A), delez vlage (W) in vsebnost skupnih fenolov v suhi snovi vzorcev

PRILOGA A1: Korenine, leto 2010

Sorta A (600 nm) W(%0) vlage Vsebnost (g/kg)
Wye Target 0,30677 70,0 20,94
Styrian Gold 0,22573 67,7 14,34
Keyworth Midseason 0,31889 68,3 20,64
Yeoman 0,12689 73,3 9,74
Herald 0,12268 70,1 8,40
Wye Challenger 0,17282 68,1 11,12
Atlas 0,11645 68,2 7,51
Magnum 0,05420 72,0 3,97
Aurora 0,18068 70,8 12,67
Wye Northdown 0,31832 71,4 22,81
Cerera 0,13585 69,3 9,07
Savinjski golding 0,12048 68,1 7,75
Buket 0,09153 72,3 6,77
Fuggle 0,16054 69,6 10,82
Celeia 0,13721 71,8 9,96
PRILOGA AZ2: Stebla, leto 2010
Sorta A (600nm) W (%) vlage Vsebnost (g/kg)
Wye Target 0,36748 67,6 23,26
Styrian Gold 0,17436 68,6 11,37
Keyworth Midseason 0,09040 74,3 7,22
Yeoman 0,12796 69,3 8,55
Herald 0,10107 72,5 7,54
Wye Challenger 0,05724 72,9 4,33
Atlas 0,05658 72,0 4,15
Magnum 0,05348 73,7 4,17
Aurora 0,18087 71,1 12,82
Wye Northdown 0,12808 67,9 8,18
Cerera 0,06531 74,9 5,33
Savinjski golding 0,06901 72,8 5,21
Buket 0,05265 73,2 4,03
Fuggle 0,08163 74,9 6,66
Celeia 0,07834 76,4 6,81
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PRILOGA A3: Korenine, leto 2011
7] A W (% Vsebnost Povprecna
Sorta Vzoréenje | Podvzorec (600nm) vla(lge) (g/kq) vsebngst (g/kg)
A 0,205640 18,23
1 B 0,131120 77,9 16,62 18,60
C 0,214040 18,97
A 0,163920 14,53
Wye Target 2 B 0,188140 75,4 16,68 16,77
C 0,215300 18,10
A 0,265800 21,56
3 B 0,192420 69,8 17,06 20,45
C 0,233880 20,73
A 0,071414 6,33
1 B 0,070763 81,9 6,27 6,66
C 0,083049 7,36
Wye A 0,128480 13,40
Challenger 2 B 0,184010 75,3 16,31 16,99
C 0,199360 17,67
A 0,151350 13,42
3 B 0,138280 73,4 12,26 13,65
C 0,172320 15,28
A 0,119500 10,59
1 B 0,110750 80,6 9,82 10,70
C 0,131710 11,68
A 0,148670 13,18
Fuggle 2 B 0,113280 74,8 10,04 12,17
C 0,149940 13,29
A 0,202750 17,97
3 B 0,221050 71,8 19,60 19,49
C 0,235900 20,91
A 0,117560 10,42
1 B 0,105140 81,8 9,32 9,12
C 0,085783 7,60
A 0,121840 10,80
Celeia 2 B 0,121920 75,6 10,81 10,80
C 0,164470 12,58
A 0,123300 10,93
3 B 0,126620 69,7 11,22 10,18
C 0,094587 8,39

Se nadaljuje...
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Nadaljevanje...
. A W (% Vsebn Povpreén
Sorta Vzoréenje | Podvzorec (600nm) vlégg) islbkgc))st vset?r:’gs te(cg /akg)
A 0,064790 5,74
1 B 0,083892 | 82,7 7,44 6,91
Styrian Gold C 0,085140 7,55
A 0,224790 19,93
3 B 0,249270 | 66,1 22,10 21,01
C 0,166220 17,74
A 0,068361 6,06
1 B 0,111420 | 83,4 8,45 6,00
Keyworth C 0,066964 5,94
Midseason A 0,206670 18,32
3 B 0,269280 | 72,8 23,87 20,75
C 0,226340 20,06
A 0,053433 4,74
1 B 0,052487 | 83,3 4,65 4,75
Y eoman C 0,054898 4,87
A 0,149820 13,28
3 B 0,246630 | 73,8 18,47 14,20
C 0,170460 15,11
A 0,115220 10,21
1 B 0,095887 | 85,3 8,50 9,39
Herald C 0,106620 9,45
A 0,256200 22,71
3 B 0,216280 | 72,2 19,17 22,55
C 0,290570 25,76
A 0,096748 8,58
1 B 0,113200 | 82,9 10,04 9,76
Atlas C 0,120430 10,68
A 0,242340 21,48
3 B 0,216420 | 68,7 19,19 21,04
C 0,253310 22,46
A 0,158450 14,05
1 B 0,141790 79,2 12,57 13,41
Magnum C 0,153480 13,61
A 0,170900 15,15
3 B 0,147430 | 71,8 13,07 15,95
C 0,221290 19,62

Se nadaljuje...
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Nadaljevanje...
= =
Sorta Vzoréenje | Podvzorec (606‘;1 m) V\\,/|§g/2) V?S;)kr;c;st vsgt;)r:cl))srte(cg;ig)
A 0,086173 7,64
1 B 0,098272 78,9 8,71 8,18
Aurora ¢ / /
A 0,189940 16,84
3 B 0,174060 67,9 15,43 16,13
C 0,115340 10,23
A 0,135130 11,98
1 B 0,173350 83,2 15,37 15,41
Wye C 0,174370 15,46
Northdown A 0,217060 15,24
3 B 0,149970 72,3 13,29 13,51
C 0,154730 13,72
A 0,080013 7,09
1 B 0,086899 77,7 7,70 7,42
Cerera C 0,084063 7,45
A 0,108950 9,66
3 B 0,133460 77 11,83 10,17
C 0,101900 9,03
A 0,118270 10,48
1 B 0,110570 75,8 9,80 10,15
Savinjski C 0,114740 10,17
golding A 0,158300 14,03
3 B 0,157930 66,5 14,00 14,66
C 0,179960 15,95
A 0,116840 10,36
1 B 0,099100 77,8 8,79 9,48
Buket C 0,104780 9,29
A 0,167410 14,84
3 B 0,173500 73,6 15,38 14,59
C 0,152880 13,55
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PRILOGA A4: Stebla, leto 2011

Sorta Vzoréenje | Podvzorec i~ wiee) VRl HOOTELTE
(600nm) vlage (a/kg) vsebnost (g/kg)
A 0,0403 3,57
1 B 0,0453 81 4,02 3,84
C 0,0445 3,94
A 0,21485 19,05
Wye Target | 2 B 0,21591 71,5 19,14 19,09
C 0,27204 20,12
A 0,24261 21,51
3 B 0,24007 70,2 21,28 21,61
C 0,24876 22,05
A 0,0151 1,34
1 B 0,0126 83 1,12 1,28
C 0,0155 1,37
A 0,26074 21,11
Wye 2 B 0,21426 68,9 18,99 18,82
Challenger
C 0,16195 17,36
A 0,1896 16,81
3 B 0,22193 66,3 19,67 17,55
C 0,18223 16,15
A 0,0207 1,84
1 B 0,0322 84,3 2,85 2,19
C 0,0211 1,87
A 0,10029 8,89
Fuggle 2 B 0,097258 76,1 8,62 9,15
C 0,11203 9,93
A 0,14665 13,00
3 B 0,14345 74,5 12,72 13,16
C 0,15536 13,77
A 0,0124 1,10
1 B 0,0064 85 0,57 0,79
C 0,008 0,71
A 0,12207 10,82
Celeia 2 B 0,095328 76,4 8,45 8,80
C 0,080371 7,12
A 0,15505 13,74
3 B 0,15619 84,2 13,85 14,46
C 0,17797 15,78

Se nadaljuje...
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Nadaljevanje...
e A W (% Vsebn Povpreén
Sorta Vzoréenje | Podvzorec (600nm) vlégg) islbkgc))st vset;)r:lcl))s te(cg /ig)
A 0,0205 1,82
1 B 0,0186 84,7 1,65 1,65
. C 0,0166 1,47
Styrian Gold A 0,14328 18,70
3 B 0,22798 69,5 20,21 20,71
C 0,23934 21,22
A 0,0224 1,99
1 B 0,024 83 2,13 2,04
Keyworth C 0,0227 2,01
Midseason A 0,15341 13,60
3 B 0,16023 74,4 14,20 13,84
C 0,15469 13,71
A 0,0336 2,98
1 B 0,0327 80,7 2,90 2,81
Yeoman C 0,0288 2,55
A 0,13102 11,61
3 B 0,11214 75,3 9,94 9,77
C 0,08754 7,76
A 0,0125 1,11
1 B 0,0126 82,7 1,12 1,11
C / /
Herald A 0,16277 14,43
3 B 0,20728 72,8 18,38 16,84
C 0,19976 17,71
A 0,0102 0,90
1 B 0,0159 84,9 1,41 1,11
Atlas C 0,0114 1,01
A 0,24137 21,40
3 B 0,25781 67,8 22,85 21,41
C 0,22552 19,99
A 0,017 1,51
1 B 0,0154 84,1 1,37 1,37
Magnum C 0,0139 1,23
A 0,13959 12,37
3 B 0,12112 74,1 10,74 10,43
C 0,092386 8,19

Se nadaljuje...
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Nadaljevanje...
5 =
Sorta Vzoréenje | Podvzorec (603‘;1 m) V\\/lla(lg/:) Vig?krg;st nggggsrte(c;ig)
A 0,0174 1,54
1 B 0,014 86,2 1,24 1,27
Aurora C 0,0115 1,02
A 0,079011 7,00
3 B 0,08976 77,2 7,96 7,06
C 0,070217 6,22
A 0,0163 1,44
1 B 0,0185 82,3 1,64 1,79
Wye C 0,0257 2,28
Northdown A 0,14128 12,52
3 B 0,11659 72,8 10,34 11,86
C 0,14336 12,71
A 0,0123 1,09
1 B 0,0127 88,5 1,13 1,07
Cerera C 0,0112 0,99
A 0,090044 7,98
3 B 0,099243 77 8,80 8,25
C 0,089813 7,96
A 0,0267 2,37
1 B 0,017 84,3 151 1,77
Savinjski Cc 0,0163 1,44
golding A 0,10471 9,28
3 B 0,11128 75,4 9,86 9,91
C 0,11947 10,59
A 0,0128 1,13
1 B 0,0159 81 1,41 1,35
C 0,0169 1,50
Buket A 0,16644 14,75
3 B 0,14377 73 12,75 12,41
C 0,10968 9,72




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA B

Absorbanca, delez vlage in vsebnost skupnih fenolov v suhi snovi vzorcev stebel in

korenin okuzenih in kontrolnih vzorcev

PRILOGA B1: Leto 2010

Povpreéna
Sorta/okuZenost/vzorec Podvzorec | A (600nm) WEE) | Vst vsel;)nost
vlage (9/kg)
(9/kg)
1 0,094386 | 80,395 9,87
Korenine | 2 0,068345 78,034 6,38 6,98
OkuZeno 3 0,078975 | 78,711 7,60
1 0,021342 | 74,572 1,72
Steblo 2 0,018664 | 74,621 1,51 1,91
Wye 3 0,019615 | 79,062 1,92
Target 1 0,116290 76,976 10,35
Korenine | 2 0,100850 74,746 8,19 8,89
Kontrola 3 0,089985 | 79,736 9,10
1 0,159780 | 71,592 11,53
Steblo 2 0,133390 | 72,671 10,01 10,70
3 0,204260 | 73,177 15,61
1 0,012735 | 79,593 1,28
Korenine | 2 0,029072 | 83,316 3,57 3,70
OkuZeno 3 0,032760 | 82,457 3,83
1 0,027619 | 73,598 2,14
Steblo 2 0,018984 | 75,549 1,59 1,97
Celeia 3 0,025864 | 75,637 2,18
1 0,047774 | 82,626 5,64
Korenine | 2 0,049276 | 82,326 572 5,27
Kontrola 3 0,033704 | 84,467 4,45
1 0,028466 | 80,546 3,00
Steblo 2 0,022883 | 81,093 2,48 2,67
3 0,026540 | 78,481 2,53
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PRILOGA B2: Leto 2011

Povprecna
o,
Sorta/okuZenost/vzorec Podvzorec ~ W (%) Vsebnost vsebnost
(600nm) vlage (a/kg)
(9/kg)
1 0,234400 20,78
K i ! 1 ! 1
] orenine > 0.209660 83, 18,59 9,68
Okuzeno 1 0,019248 171
Stebla . 87,6 ' 1,53
Wye 2 0,015244 1,35
Challenger
g Korenine L 0,307890 83,9 27,29 24,82
Kontrola 2 0,252070 22,35
Stebla L 0,015899 87,0 141 1,53
2 0,018512 ' 1,64 '
. 1 0,179520 15,91
o Korenine > 0.182310 84,6 16.16 16,04
e Stebla L 0,022391 88,0 1,98 2,04
Fuaale 2 0,023729 ' 2,10 '
» Korenine L 0,225090 84,7 19,9 20,22
2 0,231110 ' 20,49 ’
Kontrola 1 0,014456 1.28
Stebla > 0,014219 86,4 126 1,27
1 0,182930 16,22
Ki i . 2 . 15,04
ok orenine = 0.156490 | % 13.87 50
uzeno
1 0,016312 1,45
| : 7 ' 1
Coleia Stebla = 0007515 | o3 0,67 08
. 1 0,233280 20,68
Cortroln Korenine > 0.203020 88,2 18,00 19,34
1 0,030290 2,69
Stebla 85,9 2,82
2 0,033439 2,96
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PRILOGA C

Meritve povpreéne rasti glive V. albo-atrum (izolat Rec) po 7 in 14 dneh

PRILOGA C1: Gojisce s fenolom kvercetinom

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povprecje | Skupno povprecje
(mg/l) rasti 1 (mm) rasti 2 (mm) 1 (mm) 2 (mm)
1 19,5 47,5
2 20 46,5
3 18,5 43,5
0 4 205 435 19,1 440
5 21 44
6 15 39
1 17,5 43
2 14 36,5
3 20,5 41
1 4 155 205 16,9 41,6
5 15 41,5
6 19 47
1 13 38
2 19,5 42,5
3 14,5 40,5
10 4 175 a4 15,5 415
5 15 42,5
6 13,5 41,5
1 17 37
2 12,5 31,5
3 18 40,5
100 4 15 20 16,3 38,8
5 23 45
6 12,5 38,8
1 15 37
2 17,5 39,5
3 19 35
1000 4 175 20 16,8 38,8
5 13 38,5
6 19 42,5
1 12 37,5
2 19,5 40
3 14,5 40
1500 4 16 39 15,6 39,3
5 19 42
6 12,5 37,5
1 14 36
2 13,5 36,5
3 12,5 38
2000 4 125 36 13,3 37,3
5 12 35,5
6 15,5 41,5
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PRILOGA C2: Gojisce s fenolom rutinom

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povpreéje | Skupno povprecje 2
(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 21,5 50
2 24 47
3 25 45
0 4 3 51 23,3 46,3
5 27 43
6 19,5 42
1 18,5 45,9
2 23,5 44
3 27 48
1 4 245 235 24,3 45,9
5 28 50,5
6 24,5 43,5
1 21 44
2 18,5 44
3 24 45
10 4 4 45 22,3 440
5 24 43,5
6 22 42,5
1 22,5 44
2 24,5 44
3 23,5 42
100 4 225 415 23,1 43,0
5 22,5 42,5
6 23 44
1 21,5 43,5
2 22,2 43,2
3 24 40
1000 4 1 13 22,2 43,2
5 22 44,5
6 22,5 45
1 22 42
2 23 42
3 18,5 42,1
1500 4 205 205 20,8 42,1
5 20 42
6 21 44
1 12,5 25
2 14 29
3 20,5 30,5
2000 4 19 335 15,7 30,5
5 14,5 35
6 135 30




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA C3: Gojisce s fenolom p-kumarno kislino

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povpreéje | Skupno povprecje 2
(mg/l) rastil (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 15,5 40,5
2 16,5 38,5
3 16,5 41,5
0 ) 16 205 16,4 40,3
5 16 41
6 18 39,5
1 16,5 40,5
2 17 43,5
3 15 41,1
1 4 15 411 16,0 41,1
5 16 40,5
6 16,5 40
1 16,5 36
2 16 40
3 17,5 43,5
10 4 165 385 16,1 39,5
5 15,5 39,5
6 14,5 39,5
1 15,5 39,5
2 16,5 36
3 16 42,5
100 4 165 375 15,8 38,3
5 16 39,5
6 14,5 34,5
1 1,5 18
2 2 16,5
3 4 16
1000 4 1 169 2,1 16,9
5 3 18
6 1 16
1 1,0 15,5
2 2,0 13,0
3 3 17
1500 4 10 135 1,8 15,0
5 15 15
6 2 16
1 0 0
2 0 0
3 0 0
2000 4 0 0 0,0 0,0
5 0 0
6 0 0




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA C4: Gojisce s fenolom luteolinom

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povpreéje | Skupno povprecje 2
(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 23 34,5
2 18,5 30,5
3 16,5 36,5
0 ) 19 38 17,9 36,0
5 16,5 39,5
6 14 37
1 18,6 31,5
2 19,5 34,5
3 18 34
1 7 20 334 18,6 334
5 19 38,5
6 16,5 28,5
1 16,5 35
2 18,5 36,5
3 19,5 40
10 4 155 345 17,8 36,4
5 19,5 38
6 17,5 34,5
1 17 39,0
2 18,5 33,5
3 19 36
100 7 16 37.0 17,4 36,3
5 15 33
6 19 39,5
1 17,5 29
2 19 37
3 17,7 35,1
1000 4 153 351 17,7 35,1
5 18,5 36,5
6 18 38
1 19,5 37
2 18,5 34
3 17,5 35,5
1500 4 18.4 347 18,4 34,7
5 18 31
6 18,5 36
1 17,3 28
2 17 35,5
3 17,3 25,5
2000 7 185 36 17,3 31,1
5 16,5 38,5
6 17,3 23




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA C5: Gojisce s fenolom tirozolom

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povpreéje | Skupno povprecje 2
(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 20,5 38
2 19 39,5
3 21 41,0
0 4 3 38.0 20,8 40,0
5 21,5 42,0
6 19,5 41,5
1 23 38,5
2 17,5 37,9
3 19 35
1 4 18 33 19,6 37,9
5 20 40
6 20 43
1 17 41,3
2 20,5 39
3 20 43,5
10 4 185 205 19,1 41,3
5 18,5 41,3
6 20 42
1 19 40
2 18,5 35
3 18,5 40
100 4 185 365 18,2 36,3
5 17 36,3
6 17,5 30
1 19 25,4
2 15 28
3 12 23
1000 4 115 26 14,3 25,4
5 14,5 25
6 14 25
1 115 20
2 12,5 25,5
3 11,5 25
1500 4 10 1 11,5 22,3
5 11,5 21,5
6 12 20,5
1 12,5 22,5
2 11 20
3 12,5 21
2000 4 13 235 11,9 22,1
5 11,5 24
6 11 21,5




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA C6: Gojisce s fenolom katehinom

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povpreéje | Skupno povprecje 2
(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 20 34,5
2 21 41
3 20 40
0 4 20 385 20,2 37,9
5 20 33,5
6 20 40
1 17,5 35,5
2 19,5 40
3 22,5 40
1 4 19 39 9,8 38,6
5 20,5 41
6 19,5 36
1 20,5 41
2 21 36,5
3 20,5 38,5
10 4 18 36 20,0 37,7
5 20 37,7
6 20 36,5
1 14,2 35
2 14,5 34
3 13,5 35,5
100 4 165 34 14,2 34,9
5 15 36
6 115 35
1 15 32
2 115 31
3 13,5 33,5
1000 4 115 325 12,5 31,8
5 11 30
6 12,5 32
1 16,5 31
2 18 31,5
3 15 32
1500 4 15 33 16,5 31,8
5 17 31
6 17,5 32
1 17 30
2 17,5 31
3 19 30,8
2000 4 155 0 16,8 30,8
5 16 30
6 16 30,8




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA D

Meritve povpreéne rasti glive V. albo-atrum (izolat T2) po 7 in 14 dneh

PRILOGA D1: Gojisce s fenolom kvercetinom

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povprecje | Skupno povprecje 2
(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 15 38,5
2 12,5 41
3 19 40
0 4 125 39 16,1 40,8
5 19,5 42
6 18 44
1 17,5 41,6
2 15 43
3 17 41,5
1 4 185 385 17,5 41,6
5 19 42,5
6 18 42,5
1 12,5 43
2 16,5 43,2
3 12,5 40,0
10 4 5 205 15,6 42,2
5 17 44
6 20 42,5
1 10 34,5
2 12,5 36
3 15 45
100 4 15 a2 12,6 40,6
5 13,5 43,5
6 9,5 40,6
1 10,5 41,1
2 16 45
3 13 40
1000 4 10 a1 13,1 411
5 14 43,5
6 15 36
1 10,5 32,5
2 14 36,2
3 10 35
1500 4 135 33.0 12,3 36,1
5 12 39
6 13,5 41,0
1 13 31
2 15 35,5
3 15 41
2000 4 13 35 13,1 35,5
5 12 35,5
6 10,5 35




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA D2: Gojisce s fenolom rutinom

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povpreéje | Skupno povprecje 2
(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 18,5 37
2 24,5 42,5
3 25 45
0 4 185 224 21,2 42,4
5 25 45
6 15,5 42,4
1 24,5 42,5
2 22 39,5
3 25 44,5
1 4 2 415 23,3 40,9
5 19 40,9
6 25 36,5
1 22 39,5
2 25,5 44
3 20,5 36,5
10 4 185 205 22,8 40,5
5 23 40
6 27 42,5
1 20,5 36,5
2 22 40
3 22 41
100 4 205 38 21,8 40,0
5 20 40
6 26 44,5
1 26 43
2 19 35,5
3 19,5 35
1000 4 195 32 214 38,8
5 25,5 45
6 19 40
1 22 35
2 21,5 35
3 20,5 36
1500 4 22.3 38.2 22,3 38,2
5 22,5 40
6 25 45
1 17,5 35
2 19,5 40
3 17,5 33
2000 4 18.2 346 18,2 34,6
5 19 40
6 17,5 25




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA D3: Gojisce s fenolom p-kumarno kislino

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povpreéje | Skupno povprecje 2
(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 16,5 43
2 21,5 46,5
3 17 43,5
0 4 175 425 17,6 43,8
5 14 41,5
6 19 46
1 15 37
2 17 38
3 15,5 30,5
1 4 165 352 16,3 35,2
5 18,5 35,2
6 15 35,2
1 14 36,5
2 15 37,6
3 16 36,5
10 4 155 395 15,3 37,6
5 15 39,5
6 16,5 36
1 13,5 38
2 15 36
3 13,5 34,5
100 4 12 345 13,9 34,5
5 14,5 34,5
6 13 29,5
1 0 0
2 0 0
3 0 0
1000 4 0 0 0,0 0,0
5 0 0
6 0 0
1 0 0
2 0 0
3 0 0
1500 4 0 0 0,0 0,0
5 0 0
6 0 0
1 0 0
2 0 0
3 0 0
2000 4 0 0 0,0 0,0
5 0 0
6 0 0




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA D4: Gojisce s fenolom luteolinom

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povpreéje | Skupno povprecje 2
(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 9,5 314
2 10,5 40
3 18,5 31,4
0 ) 19 o5 14,3 31,4
5 18,5 25,5
6 9,5 35
1 10,5 34
2 14 40,5
3 12,5 30
1 4 R 39 12,3 36,8
5 12,5 39
6 12,5 38,5
1 11,5 31,5
2 10,5 29,5
3 13 40
10 4 125 39 11,3 33,7
5 11 28,5
6 9,5 33,7
1 12,5 33
2 11,5 33,5
3 10,5 33,9
100 4 10 33.9 11,3 33,9
5 12 33,5
6 11 35,5
1 10,5 33,1
2 9 32,4
3 12,5 30
1000 4 10 295 11,0 333
5 11,5 39
6 12,5 35,5
1 11,5 35
2 13 40,5
3 11,5 26,5
1500 4 115 20 11,6 31,8
5 10 25
6 12 24
1 8,5 19
2 9 27
3 8,5 25
2000 4 10 355 9,0 27,0
5 8,5 25
6 9,5 30,5




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA D5: Gojisce s fenolom tirozolom

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povprecje | Skupno povprecje 2
(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 17,5 31
2 16 30
3 17 41
0 ) 15 375 16,8 34,7
5 16 27,5
6 19 41
1 17,5 37,5
2 14,5 25,5
3 18 32
1 7 165 26 16,4 30,9
5 15,5 27,5
6 16,5 37
1 14,5 33
2 15 31,0
3 16 30,0
10 4 12 255 15,3 30,2
5 16 29,5
6 16,5 32
1 14 31
2 13,5 41,5
3 14,5 39
100 7 15 30 14,9 36,8
5 17,5 39
6 14,9 40
1 10,5 20,5
2 115 25
3 10 23,5
1000 4 11 195 10,0 21,2
5 115 19
6 10,5 19,5
1 8,5 21
2 11 21
3 10 23
1500 4 105 19 10,1 20,3
5 10 20,5
6 10,5 17
1 75 15
2 8 17
3 7,5 17,5
2000 7 11 185 8,6 16,8
5 8 15
6 9,5 17,5




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA D6: Gojisce s fenolom katehinom

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povpreéje | Skupno povprecje 2
(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 20 43,5
2 20 36,5
3 20,5 37,5
0 4 18 355 20,0 39,9
5 20 40
6 21,5 46,5
1 18,5 43
2 18 43,5
3 18,5 40,5
1 4 18 395 18,4 40,1
5 19 37,5
6 18,5 36,5
1 19 34,5
2 18 40,5
3 19 42,5
10 4 16 36 17,8 37,8
5 17 32,5
6 17,5 40,5
1 10,5 37
2 11 36
3 10 36,6
100 4 13 38 11,7 36,6
5 13 35
6 12,5 37
1 10 32
2 12 34
3 7,5 38
1000 4 13 30 10,5 33,8
5 9,5 33
6 11 35,5
1 13 27,5
2 12 29,5
3 13 29
1500 4 13 255 12,4 29,0
5 11 30,5
6 12,5 32
1 13,5 27
2 10 29,5
3 9,5 25
2000 4 12 295 11,8 28,7
5 11,5 30,5
6 12 30,5




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA E

Meritve povpreéne rasti glive V. albo-atrum (izolat Rec) po 7 in 14 dneh

PRILOGA EL1: Gojisce s kontrolno spojino

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povprecje | Skupno povprecje 2

(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 23,5 46,5

1 2 23,5 45,5 23,8 46,2
3 24,5 46,5
1 25 55

10 2 24 43 24,7 48,7
3 25 48
1 22,5 48

100 2 25 52,5 23,8 50,3
3 23,75 50,25
1 24,5 47,5

1000 2 23 44,5 23,7 46,5
3 23,5 47,5
1 21 48

1500 2 23 43,5 21,8 46,0
3 21,5 46,5
1 21 43,5

2000 2 21,5 39,5 21,2 41,0
3 21 40

PRILOGA E2: Gojisce s skupnimi fenoli izoliranimi iz korenin sorte 'Celeia’

Vsebnost Ponovitev Povpredje Povprecje Skupno povprecje | Skupno povprecje 2

(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 25,5 47

1 2 25,5 35,5 22,0 40,8
3 15 40
1 24,3 43

10 2 21 44,5 21,8 43,8
3 20 43,75
1 22 41,5

100 2 23 47 22,3 40,7
3 22 33,5
1 7,5 29

1000 2 3,5 25 5,7 28,0
3 6 30
1 55 22

1500 2 4 23,5 4.8 24,2
3 5 27
1 0 15

2000 2 0 12 0,0 13,5
3 0 13,5




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA E3: Gojisce s skupnimi fenoli izoliranimi iz stebel sorte 'Celeia’

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povpreéje | Skupno povprecje 2

(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 24 43

1 2 23,5 42,5 23,7 42,3
3 23,5 41,5
1 23 40

10 2 23 39 23,3 40,0
3 24 41
1 23 36,5

100 2 22,5 34,5 23,7 35,5
3 25,5 35,5
1 0 0

1000 2 0 0 0,0 0,0
3 0 0
1 0 0

1500 2 0 0 0,0 0,0
3 0 0
1 0 0

2000 2 0 0 0,0 0,0
3 0 0

PRILOGA E4: Gojiscée s skupnimi fenoli izoliranimi iz korenin sorte "Wye Target'

Vsebnost Ponovitev Povpredje Povprecje Skupno povprecje | Skupno povprecje 2

(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 25,5 51

1 2 23,5 42 24,3 455
3 24 43,5
1 24 45,5

10 2 23 42 23,2 42,0
3 22,5 38,5
1 23 45,5

100 2 20,5 40 21,5 43,5
3 21 45
1 17 38

1000 2 19,5 33,5 16,5 33,5
3 13 29
1 14,5 31,5

1500 2 12 28,5 13,2 28,3
3 13 25
1 9 19

2000 2 9 16 8,3 15,0
3 7 10




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA E5: Gojisce s skupnimi fenoli izoliranimi iz stebel sorte 'Wye Target'

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povpreéje | Skupno povprecje 2

(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 24 40

1 2 23 39 23,2 39,2
3 22,5 38,5
1 23,5 40

10 2 24 41,5 23,5 40,2
3 23 39
1 22,5 44

100 2 20 35 21,2 39,7
3 21 40
1 0 0

1000 2 0 0 0,0 0,0
3 0 0
1 0 0

1500 2 0 0 0,0 0,0
3 0 0
1 0 0

2000 2 0 0 0,0 0,0
3 0 0,0




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA F

Meritve povpreéne rasti glive V. albo-atrum (izolat T2) po 7 in 14 dneh

PRILOGA F1: Gojisc¢e s kontrolno spojino

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povprecje | Skupno povprecje 2

(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 24,5 48,5

1 2 24 38,5 23,7 45,8
3 22,5 50,5
1 27 55

10 2 26,5 55,5 25,8 53,5
3 24 50,0
1 23,5 50

100 2 23,5 43 24,7 49,3
3 27 55
1 25 45

1000 2 23,5 41,5 23,7 42,0
3 22,5 39,5
1 23,5 55

1500 2 22,5 46 22,3 47,8
3 21 42,5
1 22,5 42,5

2000 2 22 50 22,0 44,7
3 21,5 41,5

PRILOGA F2: Gojisce s skupnimi fenoli izoliranimi iz korenin sorte 'Celeia’

Vsebnost Ponovitev Povpredje Povprecje Skupno povprecje | Skupno povprecje 2

(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 24 40

1 2 24,5 59 20,5 46,3
3 13 40
1 22,5 37,5

10 2 23,5 40 22,7 38,8
3 22 38,75
1 19 41,5

100 2 20 48,5 19,5 41,0
3 19,5 33
1 10 26

1000 2 9,5 23,5 10,2 10,2
3 11 22
1 6 13

1500 2 7 16,5 72 7,2
3 8,5 10,5
1 0 0

2000 2 0 0 0,0 0,0
3 0 0




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA F3: Gojisce s skupnimi fenoli izoliranimi iz stebel sorte 'Celeia’

Vsebnost Ponovitev Povprecje Povprecje Skupno povpreéje | Skupno povprecje 2

(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 22,5 42

1 2 24,5 54 24,0 49,8
3 25 53,5
1 23 42,5

10 2 22,5 50 24,7 44,0
3 28,5 39,5
1 19,5 42,5

100 2 23 44,5 21,8 42,7
3 23 41
1 0 0

1000 2 0 0 0,0 0,0
3 0 0
1 0 0

1500 2 0 0 0,0 0,0
3 0 0
1 0 0

2000 2 0 0 0,0 0,0
3 0 0

PRILOGA F4: Gojisce s skupnimi fenoli izoliranimi iz korenin sorte 'Wye Target'

Vsebnost Ponovitev Povpredje Povprecje Skupno povprecje | Skupno povprecje 2

(mg/l) rasti 1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 22 34,5

1 2 23,5 40 21,8 33,8
3 20 27
1 23 44

10 2 25 53 22,7 45,7
3 20 40
1 19,5 45

100 2 19 41 18,7 41,7
3 17,5 39
1 11 22

1000 2 15 28 12,7 25,2
3 12 25,5
1 75 15,5

1500 2 7 14,5 6,8 13,3
3 6 10
1 0 0

2000 2 0 0 0,0 0,0
3 0 0




Kovacevi¢ N. Vloga fenolnih komponent pri odpornosti hmelja na povzrocitelje verticilijske uvelosti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

PRILOGA F5: Gojisce s skupnimi fenoli izoliranimi iz stebel sorte 'Wye Target'

Vsebnost Ponovitev Povpredje Povprecje Skupno povprecje | Skupno povprecje 2

(mg/l) rasti1 (mm) | rasti 2 (mm) 1 (mm) (mm)
1 25,5 56,5

1 2 25,5 54,5 25,7 53,7
3 26 50
1 24 55

10 2 24,5 55 23,8 50,3
3 23 41
1 18 37

100 2 18 36 18,5 38,0
3 19,5 41
1 0 0

1000 2 0 0 0,0 0,0
3 0 0
1 0 0

1500 2 0 0 0,0 0,0
3 0 0
1 0 0

2000 2 0 0 0,0 0,0
3 0 0




