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V nalogi so bile pretevane fenolne spojine v listih na jablanov Skrivenfuria
inaequalis (Cooke.) G. Wind. Aderh.) @btljive sorte jablaneMalus domestica)
"Zlati deliSes'. V poskus so bila vkéena drevesa jablane, in sicer dve obravnavanji
po deset dreves (Skropljena drevesa s fungicidiommrolna drevesa, ki niso bila
Skropljena) iz sadovnjaka Laboratorijskega poljat8nniSke fakultete v Ljubljani.
Vzorce smo nabirali v petih terminih, v 21-dnevingdzmikih od 15. junija do 11.
septembra 2007. Pri analizi s sistemom visakplostne tekd@inske
kromatografije (HPLC) smo datdi vsebnosti fenolnih spojin iz skupine
flavonoidov (epikatehin, katehin in kvercetin gl#ide: rutin, kvercetin-galaktozid,
kvercetin-glukozid in kvercetin-ramnozid), klorog#o in kavno kislino iz skupine
hidroksicimetnih kislin ter floridzin, ki ga uwt@mo v skupino dihidrohalkonov.
Razlike med obravnavanji smo ugotovili pri analepikatehina, kavne kisline,
kvercetin-glukozida in kvercetin-ramnozida. Vselinepikatehina je bila v vseh
terminih vzotenja v neskropljenih listih ¥ kot v Skropljenih. Enako velja tudi
za kavno kislino, kvercetin-glukozid in kvercetiaannozid. Vsebnost katehina se je
med rastno dobo zmanjSevala. 1zmerjene vrednosbilsov neSkropljenih listih
vecje kot v Skropljenih le junija in septembra. Péaeo vsebnost klorogenske
kisline in rutina zaradi okuzbe z jablanovim Skdap smo zaznali Sele v
avgustovskem in septembrskem terminu. Koncentraan@skropljenih listih je bila
pri klorogenski kislini skoraj dvakrat ¥, pri rutinu pa za tretjino ¥g@, kot v
Skropljenih listih. Koncentracija kvercetin-galakitda je bila v prvem vzéenju
vecja v listih Skropljenih dreves, kot v neskropljenihnaslednjem terminu je bilo
obratno, pri kasnejSih vzéenjih ni bilo razlik med obravnavanji. Vpliva okuzla
jablanovim Skrlupom na vsebnost floridzina v lisf#blane nismo potrdili, saj se
koncentraciie med obravanavanji niso razlikovaledmmastno dobo. Vsota
analiziranih fenolnih snovi pa nam je pokazalajelasebnost fenolnih snovi med
rastno dobo v neskropljenih listindja kot pa v Skropljenih listih.
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In the research project, phenolic compoundfienléaves on apple scab susceptible
apple cultivar '‘Golden Delicious' from Laboratongl8 of the Biotechnical Faculty
in Ljubljana were studied. In the experiment weareluded ten trees, which were
sprayed and ten trees, which were not. Leaf sampke®e picked at 21- day
intervals, five times in the period of 18une to 11 September 2007 and were
analysed using the system of high performancedighromatography (HPLC). In
the analysis the levels of phenolic compounds fritve group of flavonoids
(epicatechin, catechin and quercetin-glycosidestin,ruquercetin-galactoside,
guercetin-glucoside and quercetin- rhamnosidefeitadnd chlorogenic acid from
the group of hydroxycinnamic acids and phloridzufich belongs to the group of
dihydrochalcone were determined. Differences betviematments in the content of
epicatechin, caffeic acid, quercetin-glucoside amgercetin-ramnoside were
determined. The content of epicatechin was higherunsprayed leaves in
comparison with healthy ones. The results werestirae also for caffeic acid,
guercetin-glucoside and quercetin-rhamnoside. [Qurihe growth period the
content of catechin declined. In June and Septenfigeralues in infected leaves
were higher than in healthy leaves. An increasederd of chlorogenic acid and
rutin because of scab infection in August and Sep&r was measured. In infected
leaves the content of chlorogenic acid was alme$vld higher and the content of
rutin one third higher in comparison to healthyviesa At first sampling the
concentration of quercetin-galactoside was highengalthy leaves, at the second
sampling the concentration was higher in infeceayés. In other tree samplings no
statistically significant differences were founchelcontent of phloridzin in apple
leaves did not differ between healthy and infedesal/es. The total of analysed
phenolic compounds showed that the content of dleenompounds in infected
(not sprayed) leaves was higher in comparison hgtthy (sprayed) leaves.



Klinar M. Vpliv jablanovega Skrlupa na vsebnostdkih snovi v listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotatiSka fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2010

Vv

11
1.2
1.3

2.1

2.2
221
2.2.2
2221
2.2.2.2
2.2.2.3
2224
2.2.2.5
2.2.2.6
2.2.2.7
2.3

3.1

3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.2

3.2.1
3.2.2
3.3

3.3.1
3.3.2

3.3.2.1
3.3.3

4.1

KAZALO VSEBINE

Klju¢na dokumentacijska informacija
Key words documentation

Kazalo vsebine

Kazalo preglednic

Kazalo slik

Kazalo prilog

OkrajSave in simboli

UvoD

VZROKI ZA RAZISKAVO
DELOVNA HIPOTEZA
NAMEN RAZISKAVE
PREGLED RAZISKAV
JABLANOV SKRLUP Wenturia inaequalis (Cooke) G. Wind./
Aderh.)

FENOLNE SNOVI
Biosinteza fenolnih spojin
Razdelitev fenolnih spojin
Enostavni fenoli

Fenolne kisline
Naftokinoni

Stilbeni

Flavonoidi

Lignin

Tanini

POVEZAVA MED FENOLNIMI SNOVMI IN ODPORNOSTJO

MATERIALI IN METODE

LOKACIJA

SploSne znélnosti nasada

Stanje dreves

Klimatske razmere

RASTLINSKI MATERIAL

Sorta Zlati deliSes'

Podlaga M9

METODA DELA

Priprava vzorca in ekstrakcija fenolov iz lisov jablane

Analiza s pomdjo tekodinske kromatografije visoke I|aljivosti

(HPLC)

Analiza vzorcev
Statisténa analiza
REZULTATI

EPIKATEHIN IN KATEHIN

Str.

v

VIi
VIii

XI

NN R R R

N~NOoOOoOOo 0ol otww



Klinar M. Vpliv jablanovega Skrlupa na vsebnostdkih snovi v listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotatiSka fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2010

4.2 KAVNA IN KLOROGENSKA KISLINA
4.3 FLORIDZIN
4.4 KVERCETIN-GALAKTOZID
4.5 KVERCETIN-GLUKOZID
4.6 KVERCETIN-RAMNOZID
4.7 RUTIN
4,8 VSOTA ANALIZIRANIH FENOLNIH SNOVI
5 RAZPRAVA
6 SKLEPI
7 POVZETEK
8 VIRI
ZAHVALA

PRILOGE

18
20
21
22
23
24
25
27
30
31
32



Klinar M. Vpliv jablanovega Skrlupa na vsebnostdkih snovi v listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotatiSka fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2010

VI

Preglednica 1

Preglednica 2

Preglednica 3

Preglednica 4

Preglednica 5

Preglednica 6

Preglednica 7

Preglednica 8

Preglednica 9

Preglednica 10

Preglednica 11

KAZALO PREGLEDNIC

Razvrstitev fenolnih spojin (AbramSim¢i¢, 1997; Robards,

1999).

Vsebnost epikatehina (mg/100g) v Skropljenih inknegljenih
listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Vsebnost katehina (mg/100g) v Skropljenih in neglemih
listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Vsebnost kavne kisline (mg/100g) v Skropljenih
neskropljenih listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Vsebnost klorogenske kisline (mg/100g) v Skrophenn
neskropljenih listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Vsebnost floridzina (mg/100g) v Skropljenih in negijenih
listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Vsebnost kvercetin-galaktozida (mg/100g) v Skraphein
neskropljenih listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Vsebnost kvercetin-glukozida (mg/100g) v Skroplenin
neskropljenih listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Vsebnost kvercetin-ramnozida (mg/100g) v Skrophern
neskropljenih listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Vsebnost rutina (mg/100g) v Skropljenih in neSkjaph listih
jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Vsota analiziranih fenolnih snovi (mg/100g) v SKyepih in
neskropljenih listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Str
5

16

16

18

19

20

21

22

23

24

25



VIl

Klinar M. Vpliv jablanovega Skrlupa na vsebnostdkih snovi v listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotatiSka fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2010

Slika 1

Slika 2

Slika 3

Slika 4

Slika 5

Slika 6

Slika 7

Slika 8

Slika 9

Slika 10

Slika 11

Slika 12

Slika 13

Slika 14

Slika 15

KAZALO SLIK

Str.
Splosna strukturna formula fenolne spofif@z in Zeiger, 2006). 3

Shematski prikaz biosinteze fenolnih spojomirejeno po Heldt 4
(1997).

Splosna strukturna formula flavonoida (Baledram in sod., 2006). 6

Strukturne formule glavnih skupin flavonoidov (Bsi&dram in 7
sod., 2006).

Povpréne temperature po dekadah (°C) v Ljubljani v le@02 10
(Meseni bilten, 2007).

Povpréna kolcina padavin (mm) v posameznem mesecu Vv LjubljanilO
v letu 2007 (Mes#ni bilten, 2007).

Plod sorte 'Zlati deliSes' (Drevesnica2010). 11
Oblika plodu sorte 'Zlati deliSes' s §8&m (Zlati deliSes ..., 2010). 12

HPLC kromatogram za epikatehin, katehinynikain klorogensko 14
kislino pri valovni dolzini 280 nm.

HPLC kromatogram za kvercetin-glikozide yalovni dolzini 280 14
nm.

Vsebnost epikatehina (mg/100g) v skrojgtjen nesSkropljenih listih 17
jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Vsebnost katehina (mg/100g) v SkropljemhneSkropljenih listih 18
jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Vsebnost kavne kisline (mg/100g) v Skreplp in neSkropljenih 19
listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Vsebnost klorogenske kisline (mg/100g) kropljenih in 20
neskropljenih listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Vsebnost floridzina (mg/100g) v Skropljenn neskropljenih listih 21
jablane sorte 'Zlati deliSes'.



Klinar M. Vpliv jablanovega Skrlupa na vsebnostdkih snovi v listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotatiSka fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2010

Slika 16

Slika 17

Slika 18

Slika 19

Slika 20

Vsebnost kvercetin-galaktozida (mg/100g) v Skrophe in
neskropljenih listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Vsebnost kvercetin-glukozida (mg/100g) vkrogljenih in
neskropljenih listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Vsebnost kvercetin-ramnozida (mg/100g) kroglienih in
neskropljenih listih jablane sorte 'Zlati deliSes’

Vsebnost rutina (mg/100g) v Skroplienih meskropljenih listih
jablane sorte 'Zlati deliSes'.

Vsota analiziranih fenolnih snovi (mg/1P0g Skropljenih in
neskropljenih listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.

22

23

24

25

26



Klinar M. Vpliv jablanovega Skrlupa na vsebnostdkih snovi v listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotatiSka fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2010

KAZALO PRILOG

PRILOGA A Povpré&ne meseéne temperature in kéine padavin

PRILOGA A1  Mesena povpréna dnevna temperatura ("C) ter odklon od dolgotgtne
povpreija ("C), kolina padavin (mm) in katina padavin (%) od
dolgoletnega povpega v rastni dobi 2007 za Ljubljano (M&se bilten,
2007).

PRILOGA A2 Mesena povpréna dnevna temperatura ("C) po dekadah tetikali
padavin (mm) po dekadah v rastni dobi 2007 za jgumol (Meséni
bilten, 2007).

PRILOGA B Termini Skropljenja v nasadu v rastni sezoni 2087 koncentracija
uporabljenih fitofarmacevtskih sredstev.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

OkrajSava Pomen
in sod. In sodelavci
HPLC Teka@inska kromatografija visoke d&givosti (ang. High

Performance Liquid Chromatography)

PAL Fenilalanin amoniak liaza
SS Suha snov

Skrlup Jablanov Skrlup

FFS Fitofarmacevtska sredstva
kvercetin-ramnozid Kvercetin-3-ramnozid
kvercetin-galaktozid Kvercetin-3-galaktozid
kvercetin-glukozid Kvercetin-3-glukozid

rutin Kvercetin-3-rutinozid
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1 uvOoD
1.1 VZROKI ZA RAZISKAVO

Najbolj razSirjene sorte jablane, kot so Zlatiigked', 'Jonagold’, ‘Gala’ idr. so poznane so
predvsem po svoji odini kakovosti in velikem povpraSevanju med kupcindar pa te
sorte niso odporne na jablanov Skrlup, zato jihpgrebno veékrat letno Skropiti s
fungicidi, da bi zagotovili plodove brez vidnih pa&lb zaradi jablanovega Skrlupa. V
zadnjih letih so bile v sadovnjake uvedene na jamlaskrlup odporne sorte. Na Skrlup
odporne sorte so obetavne, ker omi@go pridelavo brez sinténih fitofarmacevtskih
sredstev (FFS) (ekoloSka pridelava), imele pa naéjidi podobno kakovost kot za Skrlup
obcutljive sorte (Mikulé Petkovsek in sod., 2007).

Jablanov skrlup, ki ga povzata gliva Venturia inaequalis (Cooke) G. Wind./ Aderh., je
najpomembnejSa in najpogostejSa bolezen na jab&iia zmanjSa kakovost plodov in
zmanjSa asimilacijsko povrSino zaradi poskodb \stGlavna nevarnost za okuzbo se
pojavi spomladi in predvsem v deZzevnem vremenud&epa nevarnost okuzb traja vse do
obiranja. Na Skrlup odporne sorte kot del obranvioeijp fenole, zato smo Zeleli preveriti,
¢e sorta 'Zlati deliSes' , glede na to, da jéutlpva na Skrlup, tvori veé fenolnih snovi v
okuzenih listih. Pri tej sorti se atajno uporablja fungicide za prepevanje te bolezni.

1.2 DELOVNA HIPOTEZA

Predvidevamo, da se Skropljena in neSkropljenaesigvazlikujejo po vsebnosti fenolnih
snovi v listih jablane. Glede na prejsSnje Studijedpostavljamo, da je vsebnost fenolnih
snovi ve&ja v okuzenih listih v primerjavi z zdravimi listiprej da se vsebnost fenolnih
snovi Vv listih jablane po okuzbi z jablanovim Skrtum poveéa.

Predvidevamo tudi, da bodo vsebnosti posamezniblifégn snovi razkne med datumi
vzortenja listov.

1.3 NAMEN RAZISKAVE

Namen raziskave je ugotoviti, kako se neSkropljema fungicidi Skropljena drevesa

razlikujejo po vsebnosti fenolnih snovi v listitr teako doprinesti k poznavanju interakcij
rastlina — patogena gliva.
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2 PREGLED RAZISKAV
2.1 JABLANOV SKRLUP Venturia inaegualis (Cooke) G. Wind./Aderh.)

Jablanov Skrlup, ki ga povara gliva Venturia inaequalis (Cooke) G. Wind./Aderh., je
najpomembnejSa bolezen na jablani, predvsem na &ibmkjer je obilno spomladansko
in poletno dezZevje. Bolezen se pojavlja v oblikilggastih peg na povrsju listov, brstov in
plodov. Ve&je posSkodbe na listni povrSini zmanjSajo asimikday povrsino lista, to pa
lahko vodi do goljenja dreve§ie se okuzba pojavi na plodu Ze zelo zgodaj, se péod
razvija normalno, ampak je na prizadetih mestitemidaostanek v rasti. Tak plod pogosto
podi, v rane pa se hitro naseli sadna gniloba (MikRletkovsek in sod., 2009a).

Gliva Venturia inaequalis ima spolno in nespolno obliko. Spolna oblika pa¢arprimarne
okuzbe spomladi, nespolna oblika pa povareekundarne okuzbe med rastno dobo in
skladi€enjem. Spolna oblika se razvifez zimo v okuzenem odpadlem listju, v posebnih
vrecastih trosigih s sporami, ki jih imenujemo askospore. Nespdpere, imenovane
konidiji, pa se razvijejo na pegah iz micelija pid povrhnjico (Maek, 1990).

Okuzba se zme spomladi, ko ob obilnejSih padavinah iz trodiduhajo zrele askospore.
Zratni tokovi jih zanesejo na liste in plaéi jablan. Spore kalijo I&ie je listje dovolj
dolgo mokro. Hitrost kalitve je odvisna od temparat Kalitev in prodiranje spore v list se
kon¢a z okuzbo. Inkubacijska doba, ki je potrebna,alaaslistu pokazejo vidna znamenja
bolezni - pege, je odvisna od temperature¢ahp pa traja od 10 do 17 dni (kek, 1990).
Na listnih pegah nastane nespolna oblika glive nidiofori in na njih nespolni trosi -
konidiji (Mac¢ek, 1990).

Jablanov Skrlup zmanjSa pridelke in kakovost plgd@kuzeni plodovi sérnimi
Skrlupastimi pegami pa zato niso trzno zanimiviKMic PetkovSek in sod., 2009a).

Ce zelimo v nasadu nadzorovati bolezen, to zahtévalilvet $kropljen;j s fungicidnimi
sredstvi na leto. Alternativa je sajenje na jablagkrlup odpornih sort (Mikudi Petkovsek
in sod., 2009a).

Na jablanov Skrlup odporne sorte jabolk imajo zpatr®jo vsebnost posameznih in
skupnih fenolnih snovi v primerjavi z na Skrlup dpornimi sortami (Mikuk Petkovsek
in sod., 2007).

Kemi¢no varstvo jablanovega Skrlupa predstavlja preoejdel ukrepov varstva pred
Skodljivimi organizmi, ki je nujno za varstvo jablavih nasadov, kadar imamo v nasadu
posajeno eno ali ¥ena Skrlup neodpornih sort. Parisi in sod. (19®tugotovili, da je v
Franciji za varstvo pred boleznijo potrebnih 152fbSkropljenj na leto, odvisno od leta in
regije. Ta intenzivna Skropljenja imajo negativeaiwna koristne organizme, kar pa lahko
vodi do razvoja nekaterih Skodljivih organizmov (Mer in sod., 2000; Cuthbertson in
Murchie, 2003).



Klinar M. Vpliv jablanovega Skrlupa na vsebnostdhrih snovi v listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotahSka fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2010

2.2 FENOLNE SNOVI

V Zzivih organizmih so prisotne spojine, ki jih dab na primarne in sekundarne
metabolite. Sekundarni metaboliti nastanejo iz prmh (Abram in Sinti¢, 1997). Pomen
sekundarnih metabolitov za rastlino dol@gsa ni bil poznan, saj naj bi bili nepomembni za
rastlino, za njeno rast in razvoj. Vendar pa sotongh, da imajo pomembno ekolosko
funkcijo (Taiz in Zeiger, 2006). Pomembno vlogo jmari rasti in razmnozZevanju, saj
zagotavljajo zadto pred patogeni in plenilci (Bravo, 1998). Sekamtk metabolite
razdelimo v tri véje skupine: terpeni, fenolne spojine in spojine,vkebujejo dusik
(Abram in Singi¢, 1997).

Fenolne spojine so strukturno raznolika in pomemskigpina sekundarnih metabolitov
rastlin (Abram in Sini¢, 1997). So ene najbolj Siroko zastopanih skugiwkémikalij in
so fiziolosko in morfoloSko precej pomembne v tiaath. Struktura rastlinskih fenolov
vsebuje aromatski ob¥dslika 1), na katerega je pripeta hidroksilna ftinkalna skupina
(-OH) oziroma spojine, ki izvirajo iz Sikiminske fpan fenilpropanoidnega metabolizma
(Robards in sod., 1999).

OH

Slika 1: SploSna strukturna formula fenolne spofifi@iz in Zeiger, 2006).

Fenolne snovi imajo neposreden vpliv na metaboljzast in razvoj rastline (Kozlowsky
in Pallardy, 1997). Kot fizioloSko aktivhe kompomerso koristne za rastlino, ker rastlino
varujejo pred stresom, delujejo kot privabila (ktaati) ali odvr&ala (repelenti)poleg
tega pa so tudi biokemijski dejavniki, ki vplivajga odpornost rastline na patogene
(Treutter, 2005).V naravi so fenolne spojine pomembne pri obramlstlira pred
rastlinojedci, delujejo kot kemijske signalne spejipri cvetenju, oplojevanju in rastlinski
simbiozi (Abram in Sini¢, 1997).

Fenolne snovi so tudi ¢inkoviti antioksidanti. Naravni antioksidanti so epivsem
polifenolne spojine. Od teh imajo antioksidativniinek flavonoidi, derivati cimetne
kisline in kumarini. Poznano je, da ima velik vpha antioksidacijsko sposobnost polozaj
in razporeditev -OH skupin (Abram in Stm, 1997).

2.2.1 Biosinteza fenolnih spojin

Fenolne spojine so sekundarni metaboliti in vseema flavonoidov, nastajajo iz
fenilalanina ali njegovega prekurzorja, Sikiming&sline. 1z glikolize in pentoza fosfatne
poti se enostavni ogljikovi hidrati pretvorijo v arokisline z aromatskim ob&em.

Fenolne spojine se nato sintetizirajo preko Siksken kisline. Sintezo fenolnih spojin



Klinar M. Vpliv jablanovega Skrlupa na vsebnostdhrih snovi v listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotahSka fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2010

omoga@&a encim fenilalanin amoniak liaza (PAL), ki powv&roodcepitev molekule
amoniaka od fenilalanina. Nastamens-cimetna kislina, iz nje pa naprej cimetna in
kumarna kislina ter njuni derivati - fenilpropanpi#ti gradijo bolj kompelksne fenolne
spojine (Taiz in Zeiger, 2006). Biosinteza flavatmr pa je drugéna. Del flavonoida se
namre sintetizira iz acetil CoA po malonilski poti (Abrain Sinti¢, 1997) (slika 2).

Pot Zikiminzke
kisline

T
fenilalanin
¥ : F==
BAl S-malonil-CoA
'
fenilpropancidi cimetna kislina

Gy —©C

L]

. - tavni fenoli Sinteza
Sy e110s _
B - hatkonov halkon
| I Sinteza :
stilbenov
# L] - ¥ o
liznin subernn, kuatin stilbeti flavonoidi tanini

| {, G 1 { Gy y—C & G - | { G —C

flavoni
flavonol
iroflavoni
antocianidini

Slika 2: Shematski prikaz biosinteze fenolnih spajirirejeno po Heldt (1997).

Regulacija biosinteze je dokaj pojasnjena za tkikakure. Kljuini encim je PAL, ki iz
fenilalanina katalizira nastanek cimetne kislinekoirzorja za lignin in nekatere alkaloide
in rastlinske fenolne spojine. Aktivhost encima P&é& m@no pove€a, kadar obsevamo
rastlino z rdéo ali UV svetlobo, pod vplivom mikroorganizmov teri poskodbah.
Fenolne snovi nastajajo v odvisnosti od fiziolo§idireb celice (Abram in Sigre, 1997).

Biosinteza in kogienje sekundarnih spojin sta odvisna od rasti inljskih razmer
(Mikuli¢ Petkovsek in sod., 2009a). Velgein sod. (2005) so ugotovili, da ima na
vsebnost fenolnih snovi vpliv tudi tehnologija pidve. Ekolosko pridelana jabolka imajo
vecjo vsebnost fenolnih snovi kot jabolka iz integniegpridelave, kar pripisujejo raatim
stresnim faktorjem v nasadu, kot so bolezni, Skeadljali pomanjkanje hranil. Vse to
vpliva na koptenje fenolnih snovi. Na sintezo fenolnih snovi vpjo tudi okoljski
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dejavniki. Ce je rastlina izpostavljena stresu, je vsebnosblfém snovi v rastlini véja
(Treutter, 2001; Hamauzu, 2006).

2.2.2 Razdelitev fenolnih spojin

Fenolne spojine lahko najbolje razdelimo po Stewhatomov (Robards in sod., 1999;
Abram in Singi¢, 1997) (preglednica 1). Abram in Sirta (1997) fenolne spojine razdelita
na enostavne fenole, fenolne kisline, naftokin@tiédhene, flavonoide, lignane, medtem ko
polimerne fenolne spojine na lignin in tanine.

Preglednica 1: Razvrstitev fenolnih spojin (Abransinti¢, 1997; Robards in sod., 1999).

Stevilo C-atomov Osnovni skelet Skupina

6 G enostavni fenoli

7 GC, hidroksibenzojske kisline
8 GC, fenilocetne kisline

9 GCs hidroksicimetne kisline,

fenilpropeni, kumarini,
izokumarini, kromoni

10 GC, naftokinoni

13 GC.Ce ksantoni

14 GC,Cs stilbeni, antrakinoni

15 GCsCs flavonoidi

18 (GCs)» lignani, neolignani

30 (GC3Co)2 biflavonoidi

n (GCa)n lignini, melanini, kondenzirani
(Co)n tanini (flavolani)
(CGC.%CG)n

2.2.2.1 Enostavni fenoli

Enostavni fenoli s splosno formulog @ rastlinskem svetu niso razSirjeni (Abram in
Sin¢i¢, 1997).

2.2.2.2 Fenolne kisline

Najdemo jih skoraj povsod v rastlinah (Abram in 8in1997). Fenolne kisline sestavljata
dve podskupini:  hidroksibenzojske in  hidroksicineetn kisline. 'V  skupino
hidroksibenzojskih kislin, s strukturo ¢C;, spadajo galna,p-hidroksibenzojska,
protokatehulna, vanilna in siringinska kislina. Hikisicimetne kisline pa so aromatske
spojine, ki imajo stransko verigo s tremi ogljikisCs). V tej skupini so v najug meri
prisotne kavna, feruln@-kumarna in sinapinska kislina (Bravo, 1998).

2.2.2.3 Naftokinoni
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Naftokinoni so fenolne spojine s strukturno formu@eC, (Abram in Singi¢, 1997).
Najdemo jih pri orehih (juglon in 1,4-naftokinor§dlaric in sod., 2005).

2.2.2.4 Stilbeni

Stilbeni imajo strukturno formulo 4C,Cs. Najbolj znan stilben je resveratrol, ki ga
najdemo v grozdju (Robards in sod., 1999).

2.2.2.5 Flavonoidi

Flavononidi sestavljajo najg¢p skupino rastlinskih fenolov, saj predstavljajecvkot
polovico od osem tigov naravi prisotnih fenolnih spojin (Harborne inds01999). Od teh
je najve& antocianov, katehina, procianidinov, flavonov lavbnolov. Mnogi od njih so
obarvani, ohiajno so v vakuolah, nekatere najdemo tudi v krowstgt ali kloroplastih
(Abram in Singi¢, 1997).

Flavonoide sestavlja petnajst ogljikovih atomov imajo majhno molekulsko maso,
njihova osnovna struktura pa jg@GCs (Bohm, 1998; Merken in Beecher, 2000; Abram in
Sim¢i¢, 1997). Flavonoide sestavljajo trije deli, dvaraatska obr&a (A in B), ki sta
povezana z verigo iz treh ogljikovih atomov, teteneciklicni obraz C (slika 3). Taka
struktura je rezultat dveh denih metabolnih poti, ena je Sikiminska pot (TaizZeiger,
2006), druga pot pa poteka preko acetil CoA (Abmar@imgi¢, 1997).

Slika 3: SploSna strukturna formula flavonoida @aindram in sod., 2006).

Priviacnost jabolk za potroSnika opredelimo tako z videz@&ot tudi sc¢vrstostjo mesa,

okusom in koristnostjo za zdravje. Flavonoidi kaidpkupina fenolov in kot sekundarni
rastlinski metaboliti prispevajo k barvi sadja, iktmi pa so tudi za zdravje ljudi. Za
flavonoide tako velja, da imajo antioksidativhe,otgnikrobne, antimutagene in
antikarcinogene lastnosti (Robards in Antolovic917).

Flavonoide razdelimo na flavone (apigenin, luteliffavonole (miricetin, kvercetin),
flavan-3-ole (katehin, epikatehin), flavanone (ngenin), dihidroflavonole (taksifolin),
antocianidine (cianidin), izoflavone (genisteinglkone (butein) itd. (Abram in Sk,
1997) (slika 4).
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Slika 4: Strukturne formule glavnih skupin flavodov (Balasundram in sod., 2006).
2.2.2.6 Lignin

Lignin je razvejan polimer s sploSno formulo;(3),. Je sestavni del cétie stene (Abram
in Singi¢, 1997). Rastlini daje mehansko oporo, zagotavgaimost vaskularnim tkivom
v ksilemu, ima pa tudi obrambno funkcijo. Mehar@ in keméne lastnosti lignina
onemogdajo herbivorom, da bi lignin lahko prebavili. Ligntudi zavira rast patogenov.
V rastlinah se tvori kot odziv na rane. Samo ndiaterij in gliv lahko lignin razgradi
(Heldt, 1997).

2.2.2.7 Tanini

Tanini so tretja najpomembnejSa skupina fenolowajamelativno veliko molekulsko maso,
razdelimo pa jih na hidrolizabilne in kondenziraagine. Kondenzirani tanini so polimeri
flavonoidov in so tako produkti fenilpropanoidneg&tabolizma. Hidrolizabilni tanini pa
so poliestri galne kisline. Galna kislina v rasilinse vé&noma tvori iz Sikimata (Heldt,

1997).

Tesno so povezani s proteini, saj tvorijo vodikeezi z —NH skupino peptidov, teh vezi
pa prebavni encimi ne morejo cepiti. Reagirajo wudncimi prebavnega trakta rastlinojede
Zivali. Tanini so tako naravna obramba rastlinedptevalmi. Rastline varujejo tudi pred
mikroorganizmi, saj deaktivirajo encime mikroorgambv (Heldt, 1997).

2.3 POVEZAVA MED FENOLNIMI SNOVMI IN ODPORNOSTJO

Za fenolne spojine sklepajo, da prispevajo k odpstinrastlin na mehanske strese, ki so
posledica ali prisotnih insektov ali mehanskih poftk okuzb z glivami, bakterijami in
virusi. Obrambni mehanizem verjetno viljyge sodelovanje fenolnih spojin pri
lignifikaciji celicne stene okrog poSkodovanega dela. Kot odgovotraa saj bi rastline
izkoristile v celici Ze prisotne fenolne spojine p& zaradi stresa nastale fenolne spojine
(fitoaleksini) (Abram in Sini¢, 1997). Fitoaleksini so stresni presnovki, za@lstrupene
snovi, ki jih sintetizirajo viSje rastline po okuzk glivami ali Wasih zaradi drugih
drazljajev. Delujejo lokalno (Durst in Werck- Reldrt, 1995). Najbolj zanimivi so
predvsem tisti, ki se sintetizirajo v sekundarneratabolizmu. Mnogi fitoaleksini ali
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kemiéne snovi, ki so Zze predhodno prisotne v rastlinskienu, spadajo prav v skupino
fenolnih snovi (Grayer in Kokubun, 2001).

Obicajni odgovor rastline na stres je poarje vsebnosti fenolnih spojin, posebno
klorogenske kisline. Neposredno po poskodbi prideoksidacije Ze obstajén fenolnih
spojin, v kar je vkljgena polifenol oksidaza, nato sledi razgradnja incko zmanjSanje
njihove vsebnosti.O-kinoni, ki nastanejo po oksidaciji fenolnih spgjise lahko
polimerizirajo in imajo tudi antimikrobno sposobhopolimerizirani produkti pa lahko
obarjajo proteine podobno kot tanini. Prisotnos$t oésidacijskih produktov ugasni in
celo inhibira okuzbo poSkodovanega rastlinskegaatks patogenimi mikroorganizmi.
Neposredno za tem sledi znatno p@rge vsebnosti fenolnih spojin. Kot je bilo Ze
omenjeno, se okrog ranecme tvoriti lignin in za to sintezo so potrebni puekorji npr.
hidroksicimetna kislina. Tako rastlina zaustaviubtjanje vode in ustvari se fiia ovira,

ki oteZzuje vstop mikroorganizmom. Stevilne fenolspojine v sadezih imajo tudi
antimikrobno @dinkovitost in zato lahko pripomorejo k obrambi e zaradi stresa. Take
spojine so klorogenska kisling;kumarna kislina, heterozidi kavne kisline v oljkdh7-
dimetoksikumarin v citrusih, resveratrol v grozdp (Abram in Singi¢, 1997).

Sekundarne spojine v rastlinah so émo prisotne v interakcijah med patogeni in
rastlinami. Fenolne spojine naj bi sodelovale mparnosti jablane na jablanov Skrlup
(Venturia inaequalis). Fenoli so toksini za patogene (primer takih fenolov so flavanoli i
hidroksicimetne kisline). Flavanoli v jabolkih inagelo pomembno vlogo pri odpornosti
na jablanovi Skrlup (Mikul PetkovSek in sod., 2009a). ZmozZnost akumulirdajzaholov
po infekciji v tkivih, ki obdajajo okuzene dele, gelvisna od tega, ali je sorta odporna ali
ob¢utljiva (Treutter in Feucht, 1990b) in je dodatevkaz, da so te snovi res prisotne v
obrambnem mehanizmu jablane na jablanov Skrlup (Maysod., 1995). Na Skrlup
odporne sorte imajo ¢@ vsebnost flavanolov in hidroksicimetne kislinesndar pa na
Skrlup neodporne sorte prav tako lahko kgpiflavanole v tkivu, ki obdaja okuzene dele
(Mikuli ¢ Petkovsek in sod., 2009a).

Predhodne Studije so pokazale (Mayr in sod., 198ichalek in sod., 1999), da je za
uspesno obrambo pred patogeni nujna hitra biosntéavanolov, ki se zme pri
fenilalaninu. Zaviranje delovanja encima PAL vodb desnih znamenj jablanovega
Skrlupa, zaradi zmanjSane akumulacije flavonolaledfdega so nadaljnje raziskave
pokazale, da dodajanje duSika za rast zmanjSa dkaijouflavnonida v listih, s tem pa se
pove&a okkutljivost na Skrlup (Rihmann in sod., 2002; Lesefieutter, 2005; Strissel in
sod., 2005).

Treutter in Feucht (1990a) sta ugotovila, da jepsiauvsebnost flavanolov v koZici na
Skrlup odpornih sort trikrat W kot v na Skrlup neodpornih sortah. Fenolne srssvi
tvorijo in shranjujejo v zdravih rastlinskih celltakjer obdajajo ranjene in okuzene celice.
PosSkodovane celice tvorijo in oddajajo signalnevgria potujejo do zdravih celic. Zato je
aktivnost encimov, ki oksidirajo fenole, v prizagiet tkivu veja, kot pa v zdravem.
Razliéne ravni fenolov lahko vplivajo na zd® rastline (Mikul¢ Petkovsek in sod.,
2009a).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1LOKACIJA

Poskus je bil izveden leta 2007 v poskusnem sad&unpa Laboratorijskem polju
BiotehniSke fakultete v Ljubljani. Nasad je razdaljna standardni in ekoloSki nasad. V
ekoloSkem nasadu se varstvo rastlin izvaja z bedinaidi ter pripravki na podlagi bakra in
Zvepla, v standardnem nasadu pa je varstvo preagointegrirani pridelavi, pri kateri se
uporabljajo insekticidi, fungicidi in akaricidi. B&ne so bile v polni rodnosti.

3.1.1 SploSne zn&lnosti nasada

Nasad jablan je bil posajen leta 2001. \¢{ner drevesa jablan na laboratorijskem polju so
bila posajena na podlagi M9. Drevesa niso bila hama. Skropliena drevesa so bila
tretirana v skladu s zahtevami integrirane pridelaVendar pa smo kljub uporabi
fungicidov na listih opazili znamenja jablanoveg#&riga. Vremenski dejavniki
(temperatura in padavine) so bili v letu 2007 pnmnea razvoj jablanovega Skrlupa.

3.1.2 Stanje dreves

V nasadu smo tekom sezone izvajali program Sknojlj@o standardih za integrirano
pridelavo (priloga B). Skropili smo 13-krat v rastiobi od aprila do avgusta.

Okuzenost listov na neskropljenih drevesih se gziskezono povevala. V juniju smo pri
neskropljenih drevesih zabelezili srednjecmm okuzbo, ko je bilo inficiranih vsaj 20 %
listov, do septembra so se poskodbé&alein dosegle nad 75 % inficiranih listov.

Na kontrolnih drevesih smo zabelezili minimalne b@ s Skrlupom. Na #Zatku sezone
smo liste ocenili z oceno 9 (brez znamenj okuzime) rastno dobo pa smo prisli do ocene
6 (do 5 % listov z vsaj eno pego). Za analize sparabili samo zdrave liste.

Okuzbo z jablanovim Skrlupom smo ocenjevali poJiest kjier smo vrednotili stanje
okuzenosti z ocenami od 1 do 9 (cit. po Vehetb98):

» brez vidnih znamenj okuzbe 9

» nekaj malih peg — minimalna okuzba 8

= do 5 % listov z vsaj eno pego — slaba okuzba 6-7
= okrog 20 % inficiranih listov- srednja okuzba 4-5
= okrog 50 % inficiranih listov- ména okuzba 2-3

= nad 75 % inficiranih listov — zelo mina okuzba 1
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3.1.3 Klimatske razmere

Leto 2007 je bilo nadpovptreo toplo leto, temperature so bile viSje od dolgwga
povpre&ja (priloga Al). Temperature od aprila do avgusta sle nad dolgoletnim
povpre&jem, le prvi jesenski mesec je prekinil zaporedgpovpréno toplih mesecev
(slika 5).

Padavine so bile v aprilu, maju, juniju in avgustw,yseh mesecih pod dolgoletnim
povpre&jem (priloga A2). V juliju je bilo vé padavin kot oldiajno. Padavine so bile
septembra 2007 povsod precej nad dolgoletnim pd&pgre(slika 6).

Hpee

I I III.| 1. II. III.|I. II. III. I. II III.|I. IL IOIL.|I. II IIL

Tpovp (“C)
"

Apr M Tun Tul Avg Sep

Mesecna dekada

Slika 5: Povpréne temperature po dekadah ("C) v Ljubljani v 6202 (Meséni bilten ..., 2007).
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Slika 6: Povpréna koliéina padavin (mm) v posameznem mesecu Vv Ljubljdatw 2007 (Mes#ni bilten ...,
2007).
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3.2RASTLINSKI MATERIAL

V raziskavo smo vkijtili drevesa jablane sorte 'Zlati deliSes’, cepljpagodlago M9.

3.2.1 Sorta 'Zlati deliSes'

Sorta 'Zlati deliSes' ('Golden Delicious') je arBkeiga izvora in je nakl§ni sejanec, ki je
bila leta 1916 uvedena v pridelavo. Spada med glaante slovenskega sadnega izbora in
je ena najbolj razSirjenih sort jablan na svetut&@lati deliSes' ima tudi veliko klonov, ki
se od izhodigne sorte razlikujejo predvsem pocma razraganja in po pojavu rje na
kozici, ki je pri tej sorti motéa (Virsek Marn in Stopar, 1998) (slika 7).

"Zlati deliSes' zori v zadnji dekadi septembra. Imhabre skladi&e sposobnosti, v
kontrolirani atmosferi zdrzi tudi do junija. Rodnog obilna in redna, dasih tudi
izmenikna. Zato je 'Zlati deliSes' potrebno &¢#d Rast je srednje bujna, kroSnja pa
razprostrta in zmerno gosta. Zeloc¢atljiva je na jablanov Skrlup, pa tudi na viroze in
bakrove pripravke. Je zelo prilagodljiva, za visddakovost plodov pa potrebuje bogata,
srednje vlazna, prepustna tla ter ne pretoplo ipreladno podnebje. Plodovi so srednje
debeli do debeli. So okroglasti, okroglasto kopastipasti ali podolgovato kopasti in
simetriéni ter nekoliko rebrasti. Oblika je mwo odvisna od vremena in vremenskih
razmer. Plodovi istega drevesa so po obliki premmaeni. Koza je suha in gladka, bolj
ali manj ma@&no prekrita s sivo- do rumenorjavo mrezasto rjagnkéno kvari videz plodov.
Obseg rje je odvisen od vremenskih razmer in osk&aenkastorumena barva z
dozorevanjem prehaja v zlato rumeno. Lenticeleredrge Stevilne, sivozelene in svetlo
obrobljene ali rjaste in razho velike. Pecelj je dolg do zelo dolg, tanek inzan, pogosto
ukrivljen in na koncu malo zadebeljen. Meso je akéstorumeno do kremasto,ceo in
¢vrsto do srednjevrsto, sladko, z blago kislino in zZlahtno aromadkgsl8). Plodovi so
ob¢utljivi za otiske in prevoze (Viggk Marn in Stopar, 1998).

Slika 7: Plod sorte 'Zlati deliSes' (Drevesnica20.10).
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Slika 8: Oblika plodu sorte 'Zlati deliSes' s fis&m (Zlati deliSes ..., 2010).

3.2.2 Podlaga M9

Podlaga M9 je podlaga za jablane. Je najbolj ner&rSibkorastta vegetativha podlaga.
Drevesa potrebujejo oporo. Raste v lahkih in tele. OkEutljiva je na prekomerno
vlago v tleh. Drevesa, cepljena na to podlago,nabih zgodaj rodijo. Plodovi so debeli in
lepo obarvani (Stampar in sod., 2005). Drevesaljarep na podlago M9, so nizka in so
primerna za sajenje v nasadu. Podlaga jaftljiva na nizke temperature, Se posebej na
zimsko pozebo. Mo odganja koreninske izrastke. Odporna je na gaikoreninskega
vratu (Jazbec in sod., 1985).

3.3METODA DELA
3.3.1 Priprava vzorca in ekstrakcija fenolov iz lisov jablane

Liste smo vzafili leta 2007. V poskus so bila vkijena drevesa jablane sorte 'Zlati
deliSes', in sicer dve obravnavanji po deset drggksoplijena drevesa s fungicidi in
kontrolna drevesa, ki so bila Skropljena po stathgem Skropilnem programu, brez
uporabe fungicidov). Vzéenje listov smo zgli 15. junija in ga nadaljevali vse poletje.
Zadnje vzorce smo pobrali 11. septembra. Vzorce gotwali na 21 dni. Za posamezno
obravnavanje smo naredili pet ponovitev.

Z vsakega drevesa smo nabrali po deset razvitdvidoz. okuzenih listov. Nabirali smo
mlade, fotosintetsko aktivne, polno razvite liste,sicer 3. ali 4. list od vrha poganjka.
Vzorce listov smo zamrznili v tekem dusSiku in jih do zgetka laboratorijskih analiz
hranili v zamrzovalniku pri -20 °C. Laboratorijskanalize so temeljile na merjenju
vsebnosti fenolnih snovi v vzorcih listov jablarteenole smo doldli s pomaijo HPLC
(High performance liquid chromatography) — t&kske kromatografije visoke dtivosti.
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Vzorce za analizo na HPLC smo pripravili tako, daosliste jablane od vsakega
posameznega vz&nja in glede na to, ali so bili Skropljeni ali régli v tarilnico in jih
prelili s tek&im dusSikom. Tako smo zdrobili iz listov fin prahat@htali smo 1 g snovi, ki
smo jo prelili z 20 ml ekstrakcijske raztopine. E&Kcijsko raztopino je sestavljal
metanol, ki je vseboval 1 % 2,6-di-tert-butil-4-ifenol (BHT). BHT smo uporabili, da bi
prepre&ili oksidacijske procese med ekstrakcijo. Vzorceosnmato za 1 uro potopili v
ultrazvaino kopel. V centrifugi smo jih centrifugirali 7 mihpri 10.000 obratih pri 4 °C.
Supernatant smo nato skozi poliamidne filtre pmafdli v viale, ki smo jih shranili v
zamrzovalniku pri -20 °C do HPLC analiz.

3.3.2 Analiza s pomgjo tekocinske kromatografije visoke Icljivosti (HPLC)

Za separacijo in dot@anje fenolnih snovi v razinih delih rastline najpogosteje
uporabljamo raztine vrste kromatografij. Kromatografske tehnike thijpe na
porazdelitvi vzorca med mobilno in trdno fazo {&ear, 1998).

Kromatografska analiza je postopek, kjetifeo posamezne komponente vzorca in jih nato
zaznamo z ustreznim detektorjem (Zorz, 1991).

Sistem HPLC sestavljajo: rezervoar z mobilno fazpalka, injektor, kolona, detektor in
rekorder. Sodobni HPLC sistemi so opremljeni tudkzinalnikom z ustrezno programsko
opremo.

Pri HPLC molekule vzorca na poti skozi kolono piajamed mobilno in stacionarno
fazo, pricemer se premikajo le z mobilno fazo, v stacionfami pa mirujejo. Natafmost
analize je odvisna od stabilnosti pretoka. Pri guisgski in reverzni kromatografiji se
stacionarna in mobilna fazaclta v polarnosti, pri ionski izmenjalni kromatogjapa se
lo¢ita na osnovi njunega elekinega naboja. Pri tem pride do ré&mk porazdelitve
dolocenih komponent med obe fazi, zara@isar razline komponente vzorca razio
dolgo potujejo skozi kolono. Bistven del sistemalldPje kolona, saj v njej potekajo
najpomembnejSi procesi separacije. Stacionarnadazenehno malo raztaplja v mobilni
fazi. Retenzijskias je definiran kotas, ki ga komponenta prebije v koloni. Ta je &lea
za dol@éeno komponento in ga pri konstantnem pretoku labkorabimo za njeno
identifikacijo. Detektor je najSibkejStlen kromatografskega sistema in kontinuirano
zaznava posamezne komponente po prehodu skozikolnganske molekule ¥moma
absorbirajo svetlobo valovne dolzine 254 in 280 iekorder zapisuje elektni signal
analogno v obliki kromatografskega zapisa, dobljereiltate pa v obliki vrhov (slika 9 in
slika 10) (Zorz, 1991).
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Slika 9: HPLC kromatogram za epikatehin, katehiardgensko in kavno kislino pri valovni dolZini 28n.
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Slika 10: HPLC kromatogram za kvercetin-glikozideyalovni dolzini 350 nm.

3.3.2.1 Analiza vzorcev

Fenolne spojine smo analizirali na tékskem kromatografu modela Surveyor (Thermo
Finnigan San Jose, ZDA). Detekcija fenolnih sp@girpotekala pri valovni dolzini 280 in
350 nm. Hidroksicimetne kisline, hidroksibenzojskesline in flavan-3-oli so bili
analizirani pri 280 nm, floridzin in kvercetin-gbkide pa pri 350 nm. Spekter je bil
sneman v obmgu valovne dolzine od 200-400 nm. Uporabili smodkal Phenomenex
Gemini Gg (150 x 4,60 mm, 3 um) pri 25 °C. &@vanje fenolnih spojin je potekalo z
meSanjem dveh mobilnih faz. Volumen injiciranjeganca je bil 10 um in hitrost pretoka
1 ml/min.
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Fenolne spojine smo daid s primerjavo retenzijskiltasov, UV spektrov in dodatkov
standardne raztopine v vzorcu. Koncentracije fahobkpojin smo izréunali iz viSine
vrhov na kromatogramu za vzorce in ustrezne staledakoncentracije smo izrazili v
mg/100g suhe snovi 0z. v mg/g suhe snovi. Metodaojeeta po Mikuli in sod., 2004.
Analiza na HPLC sistemu je bila opravljena na Kated sadjarstvo, vinogradnistvo in
vrtnarstvo BiotehniSke fakultete v Ljubljani.

3.3.3 Statisténa analiza

Podatke, ki smo jih dobili z izéani, smo uredili v preglednice in grafikone v pragu
Microsoft Office Excel 2007 in jih statistio obdelali s pomgo programa Statgraphic
Plus for Windows 4.0 z enosmerno statisti analizo variance (ANOVA). Razlike med
obravnavanji smo testirali s pokjo testa mnogoterih primerjav (LSD- test) pri tvega
p<0,05. Statistino zn&ilne razlike smo ozr@i s ¢rkami ali zvezdicami. Obravnavanja,
pri katerih nismo ugotovili statismo znd&ilne razlike, so ozngna z istocrko. V
preglednicah in grafikonih so podane powme vrednosti in standardne napake za
opazovani parameter.

V diplomskem delu so rezultati predstavljeni tabiéf®o in graftno.
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4 REZULTATI

Fenolne snovi so pomemben dejavnik pri obramblingspred patogeni. V listih jablane
sorte 'Zlati deliSes' smo identificirali 9 razlih fenolnih snovi: epikatehin, katehin,
klorogensko kislino, kavno kislino, floridzin tevércetin-galaktozid, kvercetin-glukozid,
kvercetin-ramnozid in rutin.

Rezultate analiz, vsebnosti fenolnih snovi v ligablane smo statistho obdelali in jih
predstavljamo v tabelamni in graficni obliki. Vsebnosti posameznih fenolnih spojin smo
izrazili v mg/100 g suhe snovi (SS).

4.1EPIKATEHIN IN KATEHIN

Flavan-3-oli, kamor spadata epikatehin in katelsqo, bili prav tako identificirani v
analiziranih listih.

Preglednica 2: Vsebnost epikatehina (mg/100g) wgjanih in neSkropljenih listih jablane sorte #la
deliSes' med rastno dobo.

Termin Neskropljeno Skropljeno
15.6. 225+1,4a 13,9+ 1,4
6.7. 11,3+1,5 10,8+1,6
27.7. 9,8+0,8a 4,9+0,6b
17.8. 27,9 £2,5 10,4+ 1,2
11.9. 24,0 £0,7a 9,9+1,1b

Razlicne ¢rke v vrstici pomenijo statigino znd&ilne razlike med obravnavanji po LSD-testu pri intdu
zaupanja 5 % (p<0,05). Prikazane so po¥tpeevrednostt standardna napaka.

Preglednica 3: Vsebnost katehina (mg/100g) v Sleojtl in neSkropljenih listih jablane sorte 'ZldgliSes'
med rastno dobo.

Termin Neskropljeno Skropljeno
15.6. 42,3+3,0a 31,6 +3,%
6.7. 31,0+3,9 22,7+2,8
27.7. 21,8+2,7 19,1£2,0
17.8. 17,1+2,1b 251+1,4a
11.9. 18,8+ 1,1a 124+1,2

Razlicne ¢rke v vrstici pomenijo statistho zndilne razlike med obravnavanji po LSD-testu pri mtdu
zaupanja 5 % (p<0,05). Prikazane so po¥tpeevrednostt standardna napaka.

V Skropljenih listih jablane je vsebnost epikatehiv primerjavi z vsebnostjo v
neskropljenih listih manjSa (preglednica 2, slika ¥sebnost epikatehina v Skropljenih
listih je skozi celotno rastno dobo bolj ali manpnstantna, medtem ko vsebnost
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epikatehina v neskropljenih listih o variira. Vsebnost katehina v neSkropljenih Hhisti
skozi rastno dobo ntoo upada, saj je v juniju vrednost katehina v nedlenih listih 42,3
mg/100g, septembra pa le Se 18,8 mg/100g. V podobaemerju upada tudi vsebnost
katehina v Skropljenih listih. Povanje katehina v Skropljenih listih se pojavi avgii$to

je vsebnost katehina v Skropljenih (25,1mg/100g})iHi ve&ja kot v neSkropljenih
(17,1mg/100g).

Majhno vsebnost epikatehina smo izmerili v Skraphelistih v tretiem terminu konec
julija (4,9 mg/100g). Najugo vrednost epikatehina pa vsebujejo neSkropljistii ki smo
jih vzorgili v ¢etrtem terminu avgusta (27,9 mg/100g).

Povpr&na vrednost epikatehina v neskropljenih listih $£11mg/100g, v Skropljenih pa
10,0 mg/100g. Povptea vrednost katehina v neSkropljenih listih je 26n2/100g.
Povpré&na vrednost katehina v Skropljenih listinh pa je samalo manjSa od vrednosti v
neskropljenih listih, tj. 22,2 mg/100g.
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Slika 11: Vsebnost epikatehina (mg/100g) v Skraptjen neskropljenih listih jablane sorte 'Zlatilides'.

)
]
(N

g

Vsebnost (ing/100




18

Klinar M. Vpliv jablanovega Skrlupa na vsebnostdhrih snovi v listih jablane sorte 'Zlati deliSes'.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotahSka fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2010

T Eneskropljeno
I I B ikropljeno
15.6. 6.7. 27.7 17.8. 11.9.

2)

Vsebnost (ing/100

Slika 12: Vsebnost katehina (mg/100g) v Skropljeniheskropljenih listih jablane sorte 'Zlati deks

4.2KAVNA IN KLOROGENSKA KISLINA

Obe kislini uvrgéamo med derivate cimetne kisline. To so spojineomatskim obrdem
(Bravo, 1998).

Preglednica 4: Vsebnost kavne kisline (mg/100gkno@jenih in neSkropljenih listih jablane sortda#
deliSes' med rastno dobo.

Termin Neskroplieno Skropljeno
15.6. 12,7+0,7a 5,6 + 0,60
6.7. 11,7+1,2a 7,9+0,5
27.7. 109+1,9 77404
17.8. 6,5+0,5b 9,5+0,5a
11.9. 6,8 0,2 51+04

Razlicne ¢rke v vrstici pomenijo statistho zndilne razlike med obravnavanji po LSD-testu pri mdu
zaupanja 5 % (p<0,05). Prikazane so po¥peesrednostt standardna napaka.

Primerjava vsebnosti kavne kisline v Skropljenih neskropljenih listih je pokazala
statisttno zn&ilno razliko razen v terminu konec julija (pregléch 4, slika 11). V
neskropljenih listih je bila vsebnost kavne kislijpmija precej vé&a, kot v Skropljenih
listih. Razlika v prid vsebnosti kavne kisline wa@gljenih listih se pojavi le avgusta, ko
vsebnost kavne kisline naraste na 9,5 mg/100gmeqsjavi z vsebnostjo 6,2 mg/100g, ki
jo doseze kavna kislina v neskropljenih listih. Yugem julijskem terminu pa med
obravnavanji ni statistno zn&ilnih razlik.
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Povpré&na vrednost kavne kisline v Skropljenih listih jabr,2 mg/100g, v neSkropljenih

pa 9,7 mg/100g.
| T
Eneikropljeno
- I B ikropljeno
15.6. 6.7. 27.7. 17.8. 11.9.

Slika 13: Vsebnost kavne kisline (mg/100g) v Skjamh in neSkropljenih listih jablane sorte 'ZldéliSes'.
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Preglednica 5: Vsebnost klorogenske kisline (mg#).00 Skropljenih in neSkropljenih listih jablanerto
"Zlati deliSes' med rastno dobo.

Termin Neskropljeno Skropljeno
15.6. 18,9+1,3 16,0+1,3
6.7. 151+1,4 16,8+1,4
27.7. 13,7+1,5 16,4+1,4
17.8. 37,8+1,1a 21,3+1,4%
11.9. 457 +2,8 24,72,

Razlicne ¢rke v vrstici pomenijo statigino znd&ilne razlike med obravnavanji po LSD-testu pri intdu
zaupanja 5 % (p<0,05). Prikazane so po¥tpeevrednostt standardna napaka.

Kot je razvidno iz preglednice 5, v vsebnosti kiggaske kisline v junijskem in julijskih
terminih ni statistino znd&ilnih razlik. Vsebnosti so majhne, v primerjavi askejSimi
termini vzokenja (slika 12). V avgustu pa se zgodi preobragdrvsebnost klorogenske
kisline v neskropljenih listih mimo pove&a. Poveéa se tudi vsebnost klorogenske kisline v
Skropljenih listih, vendar le malo, to je za 4,9/t@ig, medtem ko se v neSkropljenih
listih povea za 24,1mg/100g. Vsebnost klorogenske kislineepdembra pova Se za
dodatnih 7,9 mg/100g. V avgustu in septembru je ola@dvanavanji statisino znilna
razlika.

Povpre&na vsebnost klorogenske kisline v neskropljenilihlige bila 26,2 mg/100g, v
Skropljenih listih pa 19,0 mg/100g.
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Slika 14: Vsebnost klorogenske kisline (mg/100g3kvopljenih in neSkropljenih listih jablane soriati
deliSes'".

4.3FLORIDZIN

Floridzin je fenolna spojina, ki ga u¢gmo v skupino dihidrohalkonov.

Preglednica 6: Vsebnost floridzina (mg/100g) v $ikemih in neSkropljenih listih jablane sorte 'ZldeliSes'
med rastno dobo.

Termin Neskropljeno Skropljeno
15.6. 176,5 + 15,0 162,0 13,1
6.7. 141,1 +13,1 127,6 £12,1
27.7. 1155+ 13,4 133,2 £10,0
17.8. 159,7 +17,5 199,3 11,9
11.9. 137,9+53 146,4£9,8

Prikazane so povptee vrednostt standardna napaka.

Iz preglednice 6 lahko vidimo, da med vsebnostoridizina v Skropljenih in neskropljenih
listih ni bilo statisttno zn&ilnih razlik. Junija in v prvem terminu julija jeila vsebnost
floridzina malenkost wga v neSkropljenih listih, v drugem terminu julija, avgustu in
septembru pa je bila vsebnost floridzinajaev Skropljenih listih, vendar ne statisto

zn&ilno (slika 13).

Koncentracija dihidrohalkona floridzina je bila, lp@ kvercetin-glukozida in kvercetin-
ramnozida, v listih jablane od vseh fenolnih sno&jveija. Vrednosti v zdravih listih so
bile v razponu od 127,6 do 199,3 mg/100g, v nedjanih listih pa od 115,5 do 176,5
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mg/100g. Povprge vsebnosti floridzina v Skropljenih listih je 0il153,71 mg/100g, v
neskropljenih pa 146,12 mg/100g.
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Slika 15: Vsebnost floridzina (mg/100g) v Skroplfein neSkropljenih listih jablane sorte 'Zlati dels'.

4 4KVERCETIN-GALAKTOZID

Preglednica 7: Vsebnost kvercetin-galaktozida (®@¢) v Skropljenih in neSkropljenih listih jablaserte
'Zlati deliSes' med rastno dobo.

Termin Neskroplieno Skropljeno
15.6. 97,4+4,4 175,4 +41,5
6.7. 109,5 +3,% 88,1 £2,60
27.7. 119,5 + 10,9 117,5+6,4
17.8. 134,025 136,3+2,8
11.9. 119,5+5,3 117,5+6,2

Razlicne ¢rke v vrstici pomenijo statistho zndilne razlike med obravnavanji po LSD-testu pri mdu
zaupanja 5 % (p<0,05). Prikazane so po¥peevrednostt standardna napaka.

Primerjava vsebnosti kvercetin-galaktozida v Skeoph in neSkropljenih listih jablane
nam pokaze, da med obravnavanji ni sta&stizn&ilnih razlik, razen v prvem julijskem
terminu, ko je vsebnost kvercetin-galaktozida vknadljenih listih za 21,5 mg/100g #e,
kot v Skropljenih listih (preglednica 7, slika 1#ovpre&je vsebnosti kvercetin-galaktozida
v neskropljenih listih je 112,5 mg/100g, powgeev Skropljenih listih pa 122,64 mg/100g.
Vsebnost kvercetin-galaktozida v Skropljenih listijunijskem terminu najbolj odstopa od
povpreja.
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Slika 16: Vsebnost kvercetin-galaktozida (mg/100gkropljenih in neSkropljenih listih jablane soffati
deliSes'.
4.5KVERCETIN-GLUKOZID

Preglednica 8: Vsebnost kvercetin-glukozida (mgé)0@ Skropljenih in neSkropljenih listih jablanerto
"Zlati deliSes' med rastno dobo.

Termin Neskropljeno Skropljeno
15.6. 179,6 + 18,% 103,6 + 15,%
6.7. 2255+ 18, 93,9 +14,@
27.7. 204,5 £ 21,6 88,8 +9,%
17.8. 264,4 £ 11,6 133,2+4,%
11.9. 234,1+12,; 103,8 +6,1b

Razlicne ¢rke v vrstici pomenijo statistho zndilne razlike med obravnavanji po LSD-testu pri mtdu
zaupanja 5 % (p<0,05). Prikazane so po¥tpeevrednostt standardna napaka.

Primerjava vsebnosti kvercetin-glukozida med SKespmi in s Skrlupom okuzenimi listi
jablane sorte 'Zlati deliSes' je pokazala st&tistizn&ilne razlike v vseh petih terminih
(preglednica 8). V Skropljenih listih je bilo s&ti€no zn&ilno manj kvercetin-glukozida
kot v nesSkropljenih. Najuga vsebnost kvercetin-glukozida je bila v neSkrepih listin
izmerjena v avgustovskem terminu, in sicer 264,419@g. Povpréna vsebnost kvercetin-
glukozida v Skropljenih listih je bila 104,6 mg/X)Ov neSkropljenih listih pa 221,6
mg/100g (slika 15).
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Slika 17: Vsebnost kvercetin-glukozida (mg/100g3kropljenih in neSkropljenih listih jablane sor#ati
deliSes'.
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4.6 KVERCETIN-RAMNOZID

Preglednica 9: Vsebnost kvercetin-ramnozida (mggl@0Skropljenih in neSkropljenih listih jablanerto
‘Zlati deliSes' med rastno dobo.

Termin Neskropljeno Skropljeno
15.6. 624,4 £ 11,8 436,9 + 44,%
6.7. 451,0 + 50,6 284,1£17,%
27.7. 344,0 46,4 265,0 + 14,0
17.8. 552,0 + 35,% 346,5+12,b
11.9. 439,5 + 32,2 2772 +12,@

Razlicne ¢rke v vrstici pomenijo statistho zndilne razlike med obravnavanji po LSD-testu pri mtdu
zaupanja 5 % (p<0,05). Prikazane so po¥tpeevrednostt standardna napaka.

Razlike v vsebnosti kvercetin-ramnozida so bile rélegbpljenimi in neSkropljenimi listi v
Stirih terminih statistino zn&ilne, le v enem terminu niso bile statsip zn&ilne
(preglednica 9). V vseh petih terminih je bila wseft kvercetin-ramnozida v
neskropljenih listih v&a, kot v Skropljenih. Povptea vsebnost kvercetin-ramnozida v
Skropljenih listih je bila 321,9 mg/100g, v neSKjepih listih pa 482,2 mg/100g. Vsebnost
kvercetin-ramnozida v neskropljenih listih je biajveija v junijskem terminu, in sicer
624,4 mg/100g, najmanjSa pa v drugem julijskem itenrko smo izmerili 344,0 mg/100g.
Najvegjo vrednost je kvercetin-ramnozid v Skropljenihtilisdosegel v junijskem terminu
(436,9 mg/100g), najmanjSo pa prav tako kot prkregdjenih listih, v drugem julijskem
terminu (265,0 mg/100g) (slika 16).
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Slika 18: Vsebnost kvercetin-ramnozida (mg/100gkxopljenih in neSkropljenih listih jablane sorfati
deliSes'.
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4.7RUTIN

Preglednica 10: Vsebnost rutina (mg/100g) v Skeaplj in neSkropljenih listih jablane sorte 'Zlatlides'
med rastno dobo.

Termin Neskropljeno Skropljeno
15.6. 250+1,8 279+3,6
6.7. 253+2,3 19,2 £5,0
27.7. 19,4+55 13,7+1,6
17.8. 31,6 0,8 23,2 £20,
11.9. 272+1,7a 17,4+ 1,4

Razlicne ¢rke v vrstici pomenijo statistho zndilne razlike med obravnavanji po LSD-testu pri mtdu
zaupanja 5 % (p<0,05). Prikazane so po¥tpeevrednostt standardna napaka.

Junija je bila vsebnost rutina v Skropljenih listigéja kot v neskropljenih listih, vendar
razlike niso bile statistno zn&ilne. V vseh ostalih terminih je bila vsebnost matveja v
neskropljenih listih. Najugo vrednost rutina smo izmerili v nesSkropljenihilsv avgustu,
t). 31,6 mg/100g. Statistmo zn&ilni razliki med obravnavanji smo ugotovili v avdusn
septembru. V prvih treh terminih pa ni statisb zn&ilne razlike med obravanavanji.
Povpré&na vrednost rutina v neSkropljenih listih je bila, 2 mg/100g, v Skropljenih listih
pa 20,3 mg/100g (preglednica 10, slika 17).
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Slika 19: Vsebnost rutina (mg/100g) v Skropljemimeskropljenih listih jablane sorte 'Zlati deliSes

4.8VSOTA ANALIZIRANIH FENOLNIH SNOVI

Primerjali smo vsoti fenolnih snovi, glede na temmizocenja in glede na to, ali je bilo
drevo Skropljeno ali ne.

Preglednica 11: Vsota analiziranih fenolnih snawig(100g) v Skropljenih in neSkropljenih listih jabke
sorte 'Zlati deliSes".

Termin Neskroplieno Skropljeno
15.6. 1.143,0 £71,9 897,5 + 89,7
6.7. 1.016,0 £ 72,% 682,1 +60,d
27.7. 798,1+84,3 644,4 + 43,4
17.8. 1.287,4 £ 26,3 904,7 31,4
11.9. 1.050,2 +50,% 714,5+39,D

Razlicne ¢rke v vrstici pomenijo statistho zndilne razlike med obravnavanji po LSD-testu pri mdu
zaupanja 5 % (p<0,05). Prikazane so po¥peesrednostt standardna napaka.

Iz preglednice 11 je razvidno, da je vsota anaishn fenolnih snovi precej ¥@ pri
neskropljenih listih, kot pa pri Skropljenih. Tuslika 20 prikazuje, da je vsebnost fenolnih
snovi med rastno dobo &a v vseh terminih. Statisno zn&ilno se ne razlikujejo
vsebnosti v junijskem in drugem julijskem termindsebnosti vsote analiziranih fenolnih
snovi pa se statistho zn&ilno razlikujejo v prvem julijskem terminu ter v giwstovskem
in septembrskem terminu. Vsebnosti vsote analidirdanolnih snovi so najuge v
avgustovskem terminu.
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Slika 20: Vsota analiziranih fenolnih snovi (mg/gQ® Skropljenih in neSkropljenih listih jablanerso'Zlati
deliSes'".
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5 RAZPRAVA

V okviru naSega poskusa smo analizirali vsebnagtidnih fenolnih snovi v listih jablane.
Analizirali smo epikatehin, katehin, kavno in kigemsko kislino, floridzin, kvercetin
galaktozid, glukozid, ramnozid ter rutin.

Jablana, sorte 'Zlati deliSes' ni odporna na jabaikrlup, zato so nas predvsem zanimale
razlike v vsebnosti dot@ne fenolne snovi v zdravih 0z. okuzenih listih $premembe
vsake posamezne fenolne spojine skozi rastno doanga do septembra.

Fenolne snovi se omenjajo tudi kot stresni metéibaaj njihov nastanek stimulirajo
Stevilni zunanji dejavniki kot so svetloba, kisikkmperatura, pomanjkanje vode in
mehanske poskodbe (Swanson, 1993). Fenolne snjdvi praspevale k odpornosti rastline
na mehanski stres. Mehanski stres je tudi okuzbagpaa. Rastlina se pred tem zavaruje
tako, da tvori naravne snovi, ki so, v naSem prurea glivo, strupene. Vendar pa je za
uspesno okuzbo odgovornihévedejavnikov. Vreme je pomemben dejavnik pri okusai,
vlazno in dezevno vreme pospesuje kalitev sporastni dobi v letu 2007 so bile ugodne
razmere za razvoj jablanovega Skrlupa.

Pri poskusu smo ugotovili, da se vsebnost fenosmbvi v zdravih in okuzenih listih
razlikuje. Vsebnost se spreminja glede na obrawamay pa tudi glede na termin
vzorcenja.

Ker se je izkazalo, da je bilo leto 2007 toplolabiko to vplivalo na tvorbo fenolnih snovi.

Vsebnost epikatehina je biladja v neSkropljenih listih, tudi razlike v vsebnost med
posameznimi termini \ge, kot pri Skropljenih.

Vsebnost katehina je bila najyja na zéetku rastne dobe, potem pa se med rastno dobo
zmanjSuje. Tak trend je prisoten pri vsebnostitknogljenih in neskropljenih listih. Solar

in sod. (2006) porajo o enakem vzorcu vsebnosti katehina v enolgiodanjkih oreha
skozi rastno dobo. V nasprotju s tem pa so Goularisod. (2006, 2007) potali o
vsebnosti katehina v listih hruSke z na&jeedosezeno vrednostjo véaku septembra.

V Skropljenih listih je bilo od 4,9 do 13,9 mg/108pikatehina in od 12,4 do 31,6 mg/100g
katehina. Vrednosti za katehin so podobne kot, testeaterih sta pot@la Leser in Treutter
(2005) (20-75 mg/100g).

Ugotovili smo, da okuZzeni listi vsebujejodye vsebnosti epikatehina (1,1 do 2,7-krat)ve
in katehina (1,2 do 1,5-krat &ekot pa zdrauvi listi. Treutter in Feucht (1990kg por@ala

0 6-krat veji vsebnosti flavan-3-olov v listih hruske, okuzenglivo Gymnosporangium
sabinae v primerjavi z zdravimi tkivi. Treutter in Feucfit990a), Picinelli in sod. (1995)
in Mayr in sod. (1997) so ugotovili, da so se fiaaxoli akumulirali v tkivih jablane, ki je
bila okuzena z glivoventuria inaequalis. V listih ¢eSnje, okuzene z glivBlumeriella
jaapii, so tudi odkrili véje vsebnosti katehina, epikatehina in procianidiB@y B5 in C1,
v primerjavi z zdravimi listi (Niederleitner in sQd1994).Leser in Treutter (2005) sta
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porcaiala, da so pri odporni sorti jablane 'Rewena’ izingz¢je vrednosti katehina kot pri
sorti 'Zlati deliSes'.

Flavan-3-oli naj bi zavirali encime, ki jih izta patogena gliva. Prav to pa naj bi bil razlog
za prisotnost katehinov v obrambnem mehanizmuimasfTreutter in Feucht, 1990a).

Vse te ugotovitve in rezultati nakazujejo na powvezened naravno obrambo rastline in
patogeno glivoventuria inaequalis.

Vsebnost kavne kisline je bila junija v okuzenstih vet kot dvakrat véja, kot v zdravih
listih. Ta razlika se sicer glede na termin zmaejSvendar je ob koncu vzmnja vsebnost
kavne kisline v okuzenih listih Se vednacje kot v zdravih. Ti podatki pa ne potrjujejo
rezultatov raziskave Leser in Treutter (2005), ta por@ala o tem, da se vsebnost
hidroksicimetnih kislin med rastno dobo pésaer listih okuzenih s Skrlupom. Williams in
Ku¢ (1969) pa sta v svojih raziskavah ugotovila, dixdksicimetne kisline zavirajo rast in
sporulacijo glive.

Klorogenska kislina je pomembna hidroksicimetnalikds Sintetizirana klorogenska
kislina se porabi za sintezo cgle stene in predstavlja pomemben del obrambe pred
patogenimi mikroorganizmi (Toméas- Barberan in s&@97).

Kolicinsko je bila klorogenska kislina najbolj zastopah@roksicimetna kislina. V
okuzenih listih je bilo tudi do 1,9—krat &e&lorogenske kisline kot v zdravih. Mikdli
PetkovSek in sod. (2009b) tudi podago o tem, da se vsebnost klorogenske kisline v
okuzenih listih povéa za 1,1- do 7,6-krat v primerjavi z zdravimi ligdikuli¢ Petkovsek

in sod. (2007) tudi trdijo, da stres powvZaopoveéanje vsebnosti klorogenske kisline.
Vsebnost klorogenske kisline v na Skrlup odporndntah je véja kot v na Skrlup
obcutljivih sortah. Tako kot se je pokazalo v nasenskosu, tudi v mnogih raziskavah
poraiajo prav o tem, da naj bi bila klorogenska kishidjucena v obrambni mehanizem
rastline (Mikul PetkovSek in sod., 2003).

Zakljucimo lahko, da okuzba z glivo povziigpovetanje vsebnosti hidroksicimetnih kislin
v listih jablane.

Dihidrohalkon floridzin pogosto povezujemo z odpmstjo na Stevilne bolezni. Zdrava
rastlinska tkiva imajo pomembno manjSe vsebnostidzina kot okuzena tkiva. Okuzba z
jablanovim Skrlupom pospesi sintezo floridzinastih jablane (Mikuké PetkovSek in sod.,
2009b).

Glede na to, da pri floridzinu ni bilo statigio zn&ilnih razlik med obravnavanji, lahko
sklepamo, da v naSem poskusu floridzin ni ddg@ snov, ki rastlini pomaga pri obrambi
pred patogeni.

Treutter (2001) ter Leser in Treutter (2005) paagprotju z naSimi ugotovitvami pa&o
o tem, da je bila vsebnost floridzina v listin jabé najvéja od vseh fenolnih snovi.
Ugotovili so tudi, da okuzba z glivo povziovecjo akumulacijo floridzina v okuzenih
listih, ki so vsebovali od 1,6 do 3,4-kratcvidoridzina, kot zdravi listi.
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Vsebnosti kvercetin-galaktozida v Skropljenih irskm@pljenih listih se statitiho zn&ilno

ne razlikujeta. Iz naSih rezultatov tako sklepami@,za nasS poskus kvercetin-galaktozid
nima pomembne vloge v obrambi pred patogeni otva®@ ne glede na to, ali je rastlina
okuzena z glivo ali ne.

Za razliko od kvercetin-galaktozida, je bila vsesinkvercetin-glukozida v okuzenih listih
od 1,7- do 2,4-krat \§a, kot v zdravih listih. Prav tako je bilo tudi éncetin-ramnozida
ve¢ v okuzenih listih, in sicer od 1,3- do 1,6-krat¢vieot v zdravih listih. Glede na
vsebnost, je bilo teh dveh kvercetin glikozidovuegjv listih. Tako lahko povzamemo, da
se koltinsko v zdravi rastlini tvori precej kvercetin-gh#da in kvercetin-ramnozidée
pa je rastlina okuZena, se ta vsebnost Se dodaur&a) v povpréju od 1,3- do 2,4-krat.

Treutter (2001) je pok@l o tem, da listi vsebujejo ¥@ vrednost kvercetinov, kot pa
kozica ploda. Tudi Feucht (1994) je ugotovil, d&kslupom okuzeni listi akumulirajo
flavonole. Za razliko od njiju pa Picinelli in so995) niso ugotovili povezave med
vsebnostjo flavonolov in odpornostjo na jablanoriugk pri jablani.

Rutina je, glede na naSe rezultate; veokuzenih listih, in sicer so bile vrednosti wadh
listih od 13,7 do 27,9 mg/100g, v okuzenih listd @d 19,4 do 31,6 mg/100g. Escarpa in
Gonzales (1998) sta v svoji raziskavi dobila podolerultate, saj so se vrednosti rutina v
listih gibale od 13,6 do 67,1 mg/100g.

Kot porata Feucht (1994), okuzba s Skrlupom povezrpoveianje sinteze flavonolov
rutina in kvercetrina, kar pomeni, da listi, okuZenglivo V. inaequalis akumulirajo
flavonole. Treutter (1989) to razlaga s funkcijadtana v obrambnem mehanizmu rastline.

Z analizo vsote analiziranih fenolnih snovi smo tegdi, da je v okuZenih listih «ga
vsebnost fenolnih snovi kot v zdravih listih. Izygesklepamo, da se &déenolnih snovi
tvori v rastlini, ki jo okuZi patogen, in je posled naravnega mehanizma rastline ob
napadu patogena S tem lahko potrdimo naso hipotezo.

Okuzba s patogenom vpliva na pospeSeno sintezdnfansnovi, ki so ze prisotne v
rastlinskem tkivu. Mnogo raziskav je potrdilo, d&kuaba z glivo spodbudi tvorbo
flavanolov, hidroksicimetnih kislin in floridzinaMayr in sod., 1997; Leser in Treutter,
2005).

Dejstvo, da je nekaterih fenolnih snovi v zdravstih ve: kot v okuzenih, lahko razloZzimo

predvsem s tem, da so drevesa izpostavljena dregiesnim dejavnikom v nasadih, ki
spodbudijo akumulacijo fenolnih komponent (MikuFetkovsek in sod., 2007), vendar ti
dejavniki niso bili predmet pr@evanja naSe raziskave.
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6 SKLEPI

V okviru nasega poskusa smo analizirali vsebnagilfeh snovi v listih jablane sorte 'Zlati
deliSes' v raztinih terminih med rastno dobo. Zanimale so nas @euvrazlike med
vsebnostjo dolkgene fenolne snovi v Skropljenih oz. zdravih in mepkenih oz. okuzenih
listih.

Vsebnosti fenolnih snovi v zdravih listih jablanee primerjali z vsebnostjo fenolnih
snovi v okuzenih listih. 1z te primerjave lahko eshmo, da okuzba z glivdenturia
inaequalis vpliva na sintezo fenolnih snovi. Ob okuzbi semn& v rastlini povéa
vsebnost v&ne analiziranih fenolnih snovi, kot posledica ohbme reakcije rastline na
okuzbo.

Ugotovili smo:

- Statisttno zn&ilne razlike med vsebnostjo fenolnih snovi v negiemih in v
Skropljenih listin jablane smo zasledili pri epihinu, kavni kislini, kvercetin-
glukozidu in kvercetin-ramnozidu. Iz tega lahko egdmo, da so to
najpomembnejSe fenolne snovi, ki se sintetizirdgakuzbi z jablanovim Skrlupom
in po navedbah drugih avtorjev sodelujejo pri odsaesm mehanizmu rastline.

- Statisttno zn&ilne razlike med vsebnostjo fenolnih snovi v negiemih in v
Skropljenih listih jablane ni bilo pri floridzindo pomeni, da se vsebnost floridzina
ni pove&ala ob okuzbi z jablanovim Skrlupom, kljub temu, wekatere Studije
kazejo na to, da je floridzin zelo pomembna fenddomponenta, ki se sintetizira
kot del obrambnega mehanizma jablane pri okuZlive.g

- Na vsebnost fenolnih snovi vplivajo tudi terminiowgenja, saj je vsebnost fenolnih
snovi veja v listih, ki so bili vzoéeni v avgustu in septembru, ko je gliva Zze zelo
okuzila liste. To velja za epikatehin, klorogendkislino, kvercetin-glukozid in
rutin.

- Vsota analiziranih fenolnih snovi nam pokaze, dastajajo statistino zndilne
razlike med obravnavanji, kar pomeni, da povprékropljenih in neskropljenih
listov nista enaki. Vsebnost analiziranih fenolsihovi je v neskropljenih listih
vedja, kot v Skropljenih.

- Vsebnost fenolnih snovi je v neskropljenih listihvetini primerov veja, kar
potrjuje ugotovitve drugih raziskav, kjer so ugdjayv intenzivno sintezo fenolnih
snovi kot del obrambnega mehanizma rastline nalmkazablanovim Skrlupom.

Ti rezultati pomembno prispevajo k razumevanju raganrastlina - gliva in bi bili lahko
uporabljeni za nadaljnje raziskave. V nadaljnjilziskavah bi lahko preili Se ostale
fenolne spojine, pa tudi druge komponente primaanegekundarnega metabolizma, ki bi
lahko vplivale na odpornost jablane. Zanimivo Holudi raziskati mehanizem rastline,
kako in ko se odzove na okuzbo z glivo.
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7 POVZETEK

Jablanov Skrlup\(enturia inaequalis (Cooke) G. Wind./ Aderh.) je najbolj pogosta belez
na jablani. Sorta 'Zlati deliSes', ki smo jo prexali, je na Skrlup atutljiva, mnoge sorte
pa so na Skrlup Ze odporne. Na odpornost lahko/ajolifenolne snovi, ki so prisotne v
jablani.

Fenolne spojine so zelo razsirjena in pomembnais&ugekundarnih metabolitov. Imajo
neposreden vpliv na rast in razvoj rastline. Rastliarujejo pred stresom. Okuzba z glivo
za rastlino predstavlja stres, zato rastlina katwibni mehanizem tvori fenolne snovi.
Fenolne spojine naj bi tako sodelovale pri odpaiin@blane na jablanov Skrlup, saj so
toksikne za patogene.

V letu 2007 smo izvedli poskus v poskusnem sadéunjaa Laboratorijskem polju
BiotehniSke fakultete v Ljubljani. V poskus smojukili dve obravnavaniji po deset dreves
jablane sorte 'Zlati deliSes'. Eno obravnavanjeggemalo drevesa, ki so bila Skropljena
proti jablanovemu Skrlupu, drugo obravnavanje pditodrevesa, ki jih je gliva okuzila.
Vzorcili smo od junija do septembra, za posamezno olanzamme smo naredili pet
ponovitev, vzorce pa smo nabirali vsakih 21 dniakoratoriju smo nato s HPLC metodo
dolccili vsebnosti fenolnih snovi v listih jablane.

V listih jablane smo identificirali naslednje fenel spojine: epikatehin, katehin, kavno in
klorogensko kislino, floridzin, kvercetin-galaktdzi kvercetin-glukozid, kvercetin-
ramnozid ter rutin.

Vse analizirane fenolne spojine smo nasli takorawzith, kot v okuzenih listih, vsebnost le-
teh pa se v zdravih in okuZenih listih razlikuje.

Vsebnost epikatehina je v neSkropljenih listiléjgev primerjavi s Skropljenimi. Vsebnost
katehina skozi rastno dobo upada, v nesSkropljasitnlse zmanjSa kar za 2,3- krat. Junija
je bila vsebnost kavine kisline v okuzenih listié kot 2- krat véja kot v zdravih listih.
Vsebnost klorogenske kisline je majhna, vendar pavsavgustovskem ter tudi v
septembrskem terminu vsebnost v nesSkropljenithlistatno poveéa (za 24,1 mg/100g) v
primerjavi z vsebnostjo v julijskem terminu. Avgastn septembra je tako med
obravnavanji pri nesSkropljenih listih statisio zn&ilna razlika. Vsebnost klorogenske
kisline se torej povalje s stopnjo okuzbe. Spremembe vsebnosti floradainkvercetin-
galaktozida med rastno dobo niso bile statistizn&ilne, povpreji obeh fenolnih snovi
sta bili enaki. Kvercetin- glukozida je bilo v zgia listih statisttno manj, kot v okuzenih.
Vrednosti kvercetin- ramnozida pa so bile v okukdistih vetje kot v zdravih. Rutina je
bilo najve& avgusta in septembra, vsebnosti pa so bitgeve neskropljenih listih. Vsota
analiziranih fenolnih snovi pa nam je pokazalajelasebnost fenolnih snovi v okuzenih
listih ve¢ja med rastno dobo kot pa v zdravih listih.

Jablana se na okuzbo z glivéitao odzove s sintezo in akumulacijo fenolnih sndwako
smo potrdili naso hipotezo, da vsebnost fenolnhwvspo okuzbi z jablanovim Skrlupom v
listih jablane naraste. Trdimo lahko tudi, da ofasfgvezava med glivo in odpornostjo, saj
okuzene rastline tvorijo in kofijo fenolne snovi v tkivu, ki obdaja okuzene dele.
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PRILOGA A

Povpr&ne meseéne temperature in kaéine padavin

PRILOGA Al: Meséna povpréna dnevna temperatura (°C) ter odklon od dolgotsngovpreja (°C),
koli¢ina padavin (mm) in katina padavin (%) od dolgoletnega powjeev rastni dobi 2007 za Ljubljano

(Meseni bilten..., 2007).

Odklon od dolgolet. povp. Kol. padavin Kol. padavin (%) od dolgolet.
Mesec Tow CC) ) (mm) povp.
April 14,7 +4,8 6 10
Maj 17,2 +2,6 113 93
Junij 20,9 +3,1 80 50
Julij 22 +2,1 148 120
Avgust 20,4 +1,4 80 56
September 14,4 -1,1 220 169

PRILOGA A2: Meséna povpréna dnevna temperatura (°C) po dekadah terikali padavin (mm) po
dekadah v rastni dobi 2007 za Ljubljano (M&sdilten..., 2007).

Mesec Dekada b CC) RR (mm)
l. 12,1 6,2
April 1. 15,7 0
1. 16,2 0
l. 15,6 49,5
Maj Il 17,2 11,9
1. 18,7 51,3
l. 18,5 21,5
Junij I. 22,3 49
1. 21,9 9,1
l. 19,7 90,1
Julij Il 24,1 8,3
Il 22,2 49,2
l. 19,9 19,5
Avgust Il 21,1 12,7
1. 20,3 48
l. 14,9 43,3
September 1. 15,6 96,5
1. 12,8 79,9
Legenda

Tpowp --- POVPréna temperatura zraka na visini 2m (°C)
RR ... viSina padavin (mm)
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PRILOGA B

Termini Skropljenja v nasadu v rastni sezoni 2@ /kbncentracija uporabljenih
fitofarmacevtskih sredstev.

Datum Opravilo v sadovnjaku Sredstva in koncentracija uporabljenih
fitofarmacevtskih sredstev

2.4.2007 Skropljenje nasad|

D

Cuprablau Z (0,25%)
Oleodiatinon (1,5%

17.4.2007 Skropljenje nasad|

D

Ziram (0,3%)
Cosan (0,2%

1.5.2007 Skropljenje nasad

[}

Merpan (0,2%
Clarinet (0,15%
Calypso (0,03%

7.5.2007 Skropljenje nasad

[}

Indar (0,09%
Merpan (0,2%
Karathane (0,06%

~

18.5.2007 Skropljenje nasad|

D

Score (0,03%
Delan (0,08%
Actara (0,25%
22.5.2007 Skropljenje trave s herbicidi v nasadu Boom efekt (2%
30.5.2007 Skropljenje nasad Zato 50 WG (0,015%)
Merpan (0,2%
Baycor (0,7%
Calypso (0,03%
Score (0,03%
Delan (0,08%
Topas (0,025%

[}

8.6.2007 Skropljenje nasad

[}

18.6. Skropljenje nasad|

D

Clarinet (0,15%
Ziram (0,15%
Diazol (0,1%)

2.7.2007 Skropljenje nasad|

D

Delan (0,08%
Topas (0,04%
Calypso (0,05%
Cosan (0,2%
Dithane M45 (0,25%,
Karathane (0,06%)
Diazinon 20 (0,25%
Skropljenje trave s herbicidi v nasadu Boom efekt (2%
23.7.2007 Skropljenje nasad Merpan (0,25%
Cosan (0,4%

[}

9.7.2007 Skropljenje nasad

[}

Diazinon 20 (0,25%

2.8.2007 Skropljenje nasad|

D

Euparen multi (0,2%
Diazol (0,15%
Euparen multi (0,2%
Diazinon (0,25%

14.8.2007 Skropljenje nasad

[}




